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 1 Einleitung 
1.1 Das colorektale Karzinom – Epidemiologie, 
Entstehung und Entwicklung 
Der Begriff colorektales Karzinom (CRK) umfasst alle Krebserkrankungen des 
Colons, Rektums und Anus und stellt in westlichen Industrienationen eine der 
häufigsten Krebserkrankungen dar. In Deutschland ist bei Männern jedes zweite 
diagnostizierte Krebsleiden nach Prostatakrebs und bei Frauen jedes zweite, nach 
Brustkrebs, ein CRK [1]. 
In bis zu 80% der Fälle eines sporadischen CRK ist die Erkrankung auf eine 
Mutation des adenomatösen Polyposis coli (APC)-Gens zurückzuführen [2]. Dieses 
Tumorsuppressorgen ist auf Chromosom 5q21 lokalisiert [3] und kodiert für ein 
Protein, welches an das Protein β-Catenin bindet und dessen Abbau im Proteasom 
veranlasst. Eine Mutation des APC-Gens bewirkt eine β-Catenin Akkumulation im 
Zytosol und schließlich eine Translokation in den Nukleus, wo β-Catenin als 
Transkriptionsfaktor wirkt [4]. Unter anderem werden hierdurch Protoonkogene wie 
c-myc verstärkt exprimiert. C-myc wird für die Expression von etwa 15% aller Gene 
des menschlichen Erbguts, einschließlich derer, die für die Zellteilung, 
Zellwachstum und Apoptose zuständig sind, verantwortlich gemacht [5].  
Neben einer APC-Mutation kann auch eine Mutation des k-ras (Kirsten-rat sarcoma) 
oder auch eine Fehlregulierung des TGF-β Weges (transforming growth factor-β) 
[6,7] vorliegen. Durch die Mutation des k-ras verliert die Zelle die Fähigkeit an k-ras 
gebundenes Guanosintriphosphat zu hydrolysieren und dadurch zu inaktivieren. Die 
Zelle bleibt hyperaktiv und bedingt durch die andauernden proliferativen Signale 
wird die Möglichkeit der Krebsentstehung begünstigt [8]. Durch Mitglieder des 
TGF-β Weges werden zytoplasmatische Genregulatorproteine aktiviert, die 
sogenannten SMADs. Diese SMADs sind zelluläre Signalmoleküle, die eine 
wichtige Rolle in der Regulation der Zellproliferation und -differenzierung spielen. 
Sie werden über TGF-β Signale phosphoryliert und danach als 
Transkriptionsfaktoren im Nukleus aktiv [9]. Hier können sie sowohl nach Bindung 
an β-Catenin, als auch alleine an den TCF/LEF-1 (T cell factor/Lymphoid enhanced 
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factor) Komplex binden und darüber die Expression von Zielgenen beeinflussen 
[10]. Die frühesten morphologischen Veränderungen im Rahmen der colorektalen 
Karzinogenese stellen aberrante Krypten dar. Hierbei handelt es sich um 
Dysplasien, die aus intakten Epithelzellen hervorgehen und sich zu Adenomen 
entwickeln [11]. Aus diesen gutartigen Adenomen kann sich im Laufe der Zeit nach 
weiteren genetischen Veränderungen ein bösartiges Karzinom entwickeln  
(Abb. 1.1). Diese Vorstellung der Tumorgenese wird als Adenom-Karzinom-
Sequenz (AKS) bezeichnet [12, 13].  
 
Abb. 1.1:  Adenom-Karzinom-Sequenz (nach [12,13,14])  
Darstellung der Entwicklung vom normalen Epithel bis zum metastasierenden Karzinom. 
Durch Mutation bzw. Verlust von Tumorsuppressorgenen oder Aktivierung von 
Protoonkogenen entwickelt sich aus gesunden Epithelien ein Karzinom, welches 
metastasieren kann. 
Die Signalwege zum jeweils nächsten Stadium in der AKS sind durch rote und die 
entsprechenden Mechanismen durch blaue Schrift gekennzeichnet (MMR – mismatch 
repair, FAP – familiäre adenomatöse Polyposis coli, wnt – wingless + int1) 
Die Entstehung eines Karzinoms ist von verschiedenen Faktoren abhängig. Die 
Größe des Adenoms spielt eine wichtige Rolle bei der Tumorgenese, denn 
Adenome mit einer Größe > 1 cm führen fast nie zu einem Karzinom [13]. Die Art 
der Adenome ist entscheidend für die Vorhersage der Entstehung eines Karzinoms. 
Adenome werden histologisch in tubuläre, tubuvillöse und in villöse klassifiziert. 
Während tubuläre Adenome das geringste maligne Risiko bergen, weisen villöse 
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das höchste auf [15]. Weiterhin gibt der Grad der Dysplasie Auskunft darüber, ob 
das Adenom dazu neigt sich zum Karzinom weiter zu entwickeln [14]. 
1.2 β-Catenin – ein zentraler Baustein der Zelladhäsion 
und des wnt-Signalweges 
β-Catenin übernimmt einerseits eine wichtige Funktion bei der Ausbildung von Zell-
Zellkontakten und andererseits besitzt es eine regulatorische Funktion im 
wnt-Signalweg (Abb. 1.2). Zusammen mit α-Catenin und E-Cadherin bildet 
β-Catenin einen Proteinkomplex, das Desmosom, zur Ausbildung von 
Zell-Zellkontakten. E-Cadherin durchspannt die Zellmembran und ist intrazellulär an 
β-Catenin gebunden, welches über α-Catenin eine stabile Verknüpfung mit dem 
Aktinskelett der Zelle herstellt. Über diesen membrangebundenen Proteinkomplex 
werden nun mittels homophiler Wechselwirkungen mit weiteren Zellen Kontakte 
ausgebildet. Im wnt-Signalweg nimmt β-Catenin eine zentrale Position im dort 
gebildeten Destruktionskomplex ein. Liegt kein wnt-Signal vor, dient dieser Komplex 
dem Abbau überschüssigen β-Catenins. Hier ist β-Catenin, gebunden an ein 
Axingerüst, von den beiden Kinasen Glykogensynthasekinase (GSK)-3β und 
Caseinkinase (CK)-Iα umgeben. Ein weiterer wesentlicher Bestandteil dieses 
Komplexes ist das Tumorsuppressorprotein APC. Durch mehrere N-terminale 
Phosphorylierungen steigt die Affinität von β-Catenin gegenüber APC stark an und 
verdrängt Axin aus dem Destruktionskomplex. Durch die Bindung eines Ligase-
Komplexes an das phosphorylierte β-Catenin Ende wird seine Polyubiquitinierung 
und damit seine Degradation im Proteasom ermöglicht [16].  
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Abb. 1.2:  Positionen von β-Catenin im wnt-Signalweg (nach [16]) 
A: Darstellung des β-Catenin Abbaus ohne das Vorhandensein eines wnt-Signals. 
Hierbei wird β-Catenin dem proteasomalen Abbau zugeführt B: Nach Aktivierung des 
wnt-Signalweges transloziert β-Catenin in den Nukleus und vermittelt eine gesteigerte 
Expression seiner Zielgene. α-Cat – α-Catenin; APC – Adenomatöse Polyposis coli; 
β-Cat – β-Catenin; CKI-α – Caseinkinase-Iα; Dsh – dishevelled; Fz – Frizzled; GSK3 – 
Glykogensynthasekinase-3β; LK – Ligasekomplex; TCF/LEF – T cell factor/ lymphoid 
enhanced factor; wnt – „wingless + int1“; * – E-Cadherin; ** – Aktinoskelett 
Durch die Bindung von wnt-Signalproteinen an extrazelluläre Rezeptoren kann der 
wnt-Signalweg ausgelöst werden, wodurch der Destruktionskomplex in der Zelle 
gehemmt wird. Entweder wird das Protein Dishevelled durch die CK-Iε 
phosphoryliert, wodurch dieses an einen GSK-3β-binding protein-Komplex bindet 
und in einen Destruktionskomplex integriert. Hierdurch wird die GSK-3β gehemmt 
und β-Catenin kann nicht über seinen Destruktionskomplex abgebaut werden. Der 
β-Catenin-Abbau kann auch über eine Phosphorylierung des LDL-receptor related-
protein durch die membranständige CK-Iγ und die GSK-3β blockiert werden. 
Hierdurch wird Axin aus dem Destruktionskomplex gedrängt und bindet an das 
phosphorylierte Protein. β-Catenin wird stabilisiert und somit der β-Catenin Abbau 
verhindert. Des Weiteren entsteht ein Kontakt zur Kernhülle, wodurch es in den Kern 
transloziert [16,17]. Im Kern kann β-Catenin nun an den Transkriptionsfaktor TCF 
binden und so als transkriptioneller Aktivator fungieren, indem es dessen Bindung 
an die transkriptionellen Repressorproteine aus der groucho-Gruppe verhindert 
[18]. Zu den Zielgenen der TCF/β-Catenin modulierten Transkription gehören 
beispielsweise die Cyclooxygenase (COX)-2, c-myc oder auch P-gp [19,20]. Die 
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COX-2 ist in der Lage die Apoptose, u.a. durch eine vermehrte Expression des 
antiapoptotischen Proteins bcl-2, zu hemmen [21,22], während die Apoposerate 
durch P-gp über einen vermehrten Efflux zytotoxischer Stoffe gehemmt werden 
kann [23]. 
β-Catenin, welches intrazellulär vorliegt, befindet sich mit dem für den 
wnt-Signalweg relevanten, intrazellulären β-Catenin im Gleichgewicht, d.h. sollte 
β-Catenin einerseits vermehrt in den Kern transportiert werden, wird es andererseits 
vermehrt die Zell-Zellkontakte verlassen [24]. Dies hat zur Folge, dass Krebszellen 
leichter migrieren und proliferieren können, da die Zelladhäsion gemindert wird [25]. 
Der wnt-Signalweg offenbart seine physiologische Relevanz speziell in somatischen 
und embryonalen Stammzellen. Sobald spezifische Zielgene aktiviert werden, sind 
die Stammzellen in der Lage Vorläuferzellen zu bilden. In den Krypten des 
Intestinums werden auf diese Weise rasch proliferierende und differenzierende 
Zellen gebildet, die lumenwärts migrieren. Hier scheint der wnt-Signalweg 
entscheidend für die Krypten-Villi Homöostase zu sein. Durch diese Migration vom 
Boden der Krypten zur Spitze der Villi lässt die Proliferationsrate nach. Außerdem 
entwickeln diese Zellen die Möglichkeit das zelluläre Selbstmordprogramm, die 
Apoptose, einzuleiten [26,27]. Tritt nun eine Mutation somatischer Zellen auf, gelingt 
es immer einigen Zellen der eingeleiteten Apoptose zu entrinnen, wodurch letztlich 
die Promotion des Tumors gefördert wird [24,25].  
1.3 Apoptose und colorektale Karzinogenese 
Unter physiologischen Bedingungen herrscht im Gewebe ein Gleichgewicht 
zwischen Untergang und Neubildung von Zellen. Die Balance zwischen Apoptose 
und Proliferation der Enterozyten entscheidet demnach über die Aufrechterhaltung 
des Gewebes und der Morphologie der Mukosa.  
1.3.1 Regulation der Apoptose 
Die Zellzahl von vielzelligen Organismen wird sowohl durch Zellteilung, wie auch 
durch den Zelltod reguliert. In Zellen, die nicht mehr benötigt werden, oder in 
defekten Zellen wird ein Selbstmordprogramm gestartet, welches diese zugrunde 
1 Einleitung 6 
gehen lässt. Dieser Vorgang wird als Apoptose bezeichnet. Der Begriff entstammt 
dem Griechischen und setzt sich aus den Wortteilen αpiο („weg“) und piτωσις 
(„fallen“) zusammen und ist in Anlehnung an das Fallen von Laub gewählt [28]. 
Einerseits spielt die Apoptose eine wichtige Rolle bei verschiedenen 
physiologischen Prozessen wie z.B. der Morphogenese von Organen und Geweben 
des wachsenden Embryos [29], andererseits werden Störungen der Apoptose mit 
degenerativen Erkrankungen wie Krebs in Verbindung gebracht [28]. Die 
eingeleitete Apoptose bewirkt morphologische Veränderungen der Zelle. Diese 
schrumpft zuerst und verliert dann den Kontakt zum umgebenden Gewebe. 
Anschließend findet eine Kondensation des Chromatins, sowie eine Spaltung der 
DNA statt. Zuletzt kommt es zum Membran-Blebbing, hierbei zerfällt die 
Zellmembran durch die Bildung kleiner Vesikel, den apoptotic bodies, welche 
schließlich phagozytiert werden [28]. Die Apoptose lässt sich grundsätzlich in zwei 
Phasen unterteilen, in die Initiationsphase und in die Exekutionsphase. 
Die Initiationsphase beschreibt den Weg bis zur Auslösung der Caspase-Kaskade 
und die Exekutionsphase den weiteren Verlauf des Selbstmordprogramms. Hierbei 
wird der extrinsische vom intrinsischen Signalweg unterschieden (Abb. 1.3) [29,30]. 
Der extrinsische Signalweg ist rezeptorvermittelt. Er wird initiiert durch die Bindung 
bestimmter Liganden an ihre Todesrezeptoren wie z.B. Bindung des Tumor Nekrose 
Faktors (TNF) α an den TNF-Rezeptor, oder des Fas-Liganden an den 
Fas-Rezeptor. Diese Ligandenbindung bewirkt eine Oligomerisierung der 
Rezeptoren und führt schließlich zur Bildung eines Apoptose induzierenden 
Signalkomplexes, den death inducing signaling complex (DISC). Über DISC werden 
Initiatorcaspasen gebunden und aktiviert [30,31]. Der intrinsische Signalweg ist der 
mitochondrienabhängige Signalweg. Hierbei kommt es durch die Freisetzung von 
Cytochrom c aus der inneren Mitochondrienmembran in das Zytosol zur Bildung des 
Apoptosoms, einem Komplex aus Cytochrom c, der Pro-Caspase-9 und APAF-1, 
dem apoptotischen Protease Aktivierungs Faktor-1. Dieser ermöglicht die Spaltung 
und dadurch die Aktivierung der Pro-Caspase-9 innerhalb des Apoptosoms, 
wodurch schließlich die Caspase-Kaskade eingeleitet wird. Die Freisetzung von 
Cytochrom c aus der Mitochondrienmembran wird durch das Protein bax, einem 
Mitglied der bcl-2 Proteinfamilie, vermittelt. Nach der Schädigung der DNA bewirkt 
es als Co-Faktor von p53, dem „Wächter des Genoms“, eine Permeabilisierung der 
Mitochondrienmembran. Das Verhältnis zwischen pro- und anti-apoptotischen bcl-2 
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Proteinen entscheidet über die Initiation des intrinsischen Apoptoseweges [32]. 
Beide Signalwege münden letztlich in einen einheitlichen Signalweg, der die 
Aktivierung einer Kaskade von Effektorcaspasen initiiert. Hierbei handelt es sich um 
Proteasen, welche intrazellulär inaktiv als Pro-Enzym vorliegen und spezifisch an 
Cys-Asp-Bindungen spalten. Caspasen spalten sowohl regulatorische wie auch 
strukturelle Moleküle und ihre Aktivierung gipfelt schließlich im Tod der Zelle [33]. 
 
Abb. 1.3: Apoptose – extrinsischer und intrinsischer Signalweg (nach [33]) 
Durch Bindung von Liganden an die membranären Todesrezeptoren werden Apoptose 
induzierende Caspasen aktiviert (extrinsischer Weg). Proapoptotische Proteine wie bax 
verursachen nach DNA-Schädigung eine Freisetzung von Cytochrom c aus den 
Mitochondrien. Hierdurch werden nach Bildung des Apoptosoms ebenfalls Apoptose 
induzierende Caspasen aktiviert (intrinsischer Weg). 
APAF-1 – apoptotischer Protease Aktivierungsfaktor-1; Cc - Cytochrom c; C3 - 
Caspase-3; C8 - Caspase-8, CD95 - Fas-Rezeptor; CD95L - Fas-Ligand; FADD - Fas 
assoziierte Todesdomäne; PC3 - Procaspase-3, PC8 - Procaspase-8; PC9 - 
Procaspase-9 
Die Exekutionsphase der Apoptose beschreibt den Ablauf der Caspase-Kaskade. 
Hierbei werden die Caspasen-2, -8, -9 und -10 als Initiatorcaspasen von der 
Caspase-3 und zu einem geringeren Teil den Caspasen-6 und -7 als 
Effektorcaspasen unterschieden [34]. Die Caspase-8 wird als Schlüssel-Initiator der 
TNF-Rezeptor-vermittelten Apoptose beschrieben [35]. Nach der Aktivierung dieser 
Todesrezeptoren wird die Caspase-8 via Kopplung an FADD (Fas associated death 
domain) in DISC rekrutiert. Hierdurch wird die Caspase-8 aktiviert und der 
programmierte Zelltod initiiert [35,36,37]. Die Bedeutung der Caspasen-2 und -10 
für die Apoptose ist bis heute nicht endgültig geklärt. Caspase-10 besitzt eine 
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ähnliche Struktur wie die Caspase-8, beide besitzen zwei DEDs (death effector 
domain), weswegen funktionelle Überschneidungen im Bereich der Fas-Liganden 
vermittelten Apoptose diskutiert werden [35,38,39]. Milhas et al. (2005) zeigten, 
dass die Caspase-10 in vitro das Protein bid, ein Mitglied der bcl-2 Familie, spalten 
und dadurch den Mitochondrien abhängigen Apoptoseweg einleiten kann [39]. Die 
Caspase-2 ist als eine der ersten apoptotischen Caspasen identifiziert und 
beschrieben. Sie ist im Zellkern, dem Golgi-Komplex und dem Zytosol lokalisiert. 
Sie wird sowohl mit dem extrinsischen wie auch mit dem intrinsischen Weg in 
Verbindung gebracht und wird wesentlich im Zusammenhang mit DNA-Schäden 
und zytotoxischem Stress der Zelle gesehen. Die Aktivierung der Caspase-2 erfolgt 
ebenfalls nach Aktivierung eines membranständigen Rezeptors [40]. 
1.3.2 Fehlregulation der Apoptose bei colorektalen Karzinomen 
Betrachtet man Darmkrebs als genetische Erkrankung, welche durch 
Veränderungen an Schnittstellen des Zellstoffwechsels verursacht wird, dann stellt 
sich die Genese eines Tumors als Herausbildung eines Gewebes aus genetisch 
gleichen Zellen dar, die nicht sensitiv auf apoptotische Signale reagieren. Diese 
klonierten Zellen zeichnen sich gegenüber „herkömmlichen“, also gesunden Zellen 
z.B. durch eine erhöhte Lebensspanne oder der Fähigkeit genetische 
Veränderungen zu akkumulieren, aus [41]. Durch diese genetischen 
Veränderungen von Protoonkogenen oder von Tumorsuppressorgenen wie APC 
kann das Gleichgewicht von Zellaufbau und Zellabbau gestört werden [42–45]. 
Eine mögliche Folge einer Mutation des APC-Gens wäre eine erhöhte Expression 
der COX-2, welche in etwa 80% der CRK auftritt und das Wachstum eines Tumors 
begünstigen kann [46]. Weiterhin wird durch die COX-2 die Produktion des 
antiapoptotischen bcl-2 gesteigert, wodurch sich das Gleichgewicht zu Ungunsten 
der Apoptose hin zu einer Neoplasie verschieben könnte [47]. Folglich ist eine 
Inaktivierung der antiapoptotischen Mitglieder der bcl-2 Familie ein Ziel, das durch 
viele Chemotherapeutika angestrebt wird. Hierdurch kommt es zu einer Aktivierung 
der proapoptotischen bcl-2 Proteine wie bax und bid. Diese Proteine translozieren 
an die äußere Mitochondrienmembran und oligomerisieren dort. Hier wird vermutet, 
dass durch diese Oligomerisierung eine Pore in der äußeren 
Mitochondrienmembran entsteht, wodurch schließlich Cytochrom c freigesetzt wird, 
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welches seinerseits zu einer Aktivierung des Apoptosoms führt [48]. Die insgesamt 
bedeutendste Ursache einer fehlregulierten Apoptose findet sich bei Darmkrebs, 
wie auch bei anderen Krebsarten, in Form eines mutierten p53 Tumorsuppressors. 
Diese Mutation findet sich in mehr als der Hälfte aller humanen Tumore. Hierdurch 
wird schließlich eine Aktivierung der Proteine unmöglich, die für die Apoptose 
obligat und im p53 Signalweg nachgeschaltet sind, wie z.B. bax und bid. Neben der 
Apoptose reguliert p53 noch Zellwachstum, Zellzyklus oder fungiert nach seiner 
Translokation in den Zellkern als Transkriptionsfaktor für Proteine wie p21. p21 ist 
ein Inhibitor der cyclinabhängigen Kinasen und vermittelt die Effekte des p53 im 
Hinblick auf eine Hemmung des Zellzyklus [49,50].  
1.4 Die multidrug resistance-Problematik in der 
Tumortherapie 
Im klassischen Sinne umschreibt der Begriff multidrug resistance (MDR) die 
Resistenz von Tumorzellen gegenüber einer Vielzahl unterschiedlicher 
Medikamente. Vielfach wird dies durch eine vermehrte Expression ATP-abhängiger 
Effluxpumpen, den ABC (ATP binding cassette)-Transportern bedingt [51]. Die 
Fähigkeit der ABC-Transporter zellfremde Stoffe aus der Zelle zu entfernen, bevor 
diese die Zellen schädigen können, bedeutet unter physiologischen Bedingungen 
einen Vorteil. Im Krankheitsfall, wie z.B. bei Krebs, ist diese Eigenschaft nicht 
erwünscht, da die Zytostatika gezielt in der kranken Zelle platziert werden sollen, 
um dort ihre Wirkung zu entfalten [52]. Die Aussicht auf eine erfolgreiche Therapie 
wird durch die erhöhte Expression der epithelialen Transportermoleküle deutlich 
geschmälert [53]. Die größte Bedeutung bei der Vermittlung einer MDR besitzt das 
Phosphoglykoprotein-170 (P-gp). Wird P-gp bereits unter physiologischen 
Bedingungen exprimiert, können Tumore in diesen Geweben durch den Stress der 
Therapie unempfindlich gegenüber den eingesetzten Therapeutika reagieren. 
Dieses Phänomen wird als intrinsische Resistenz bezeichnet. Demgegenüber steht 
die erworbene Resistenz, bei welcher sich vorübergehend gute medikamentöse 
Erfolge erzielen lassen, die Tumore aber im Laufe der Therapie eine 
Behandlungsresistenz entwickeln [23,52,53]. Neben dem transporterbasierten 
MDR-Phänomen kann die Unempfindlichkeit des Tumors durch seine Größe über 
einen nicht-zellulären Resistenzmechanismus vermittelt werden. Hierbei nimmt der 
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Tumor durch seine Größe nicht mehr an der Versorgung über das Gefäßsystem teil 
und erwirbt durch die mangelnde Versorgung, sowohl mit Nährstoffen, wie auch mit 
Chemotherapeutika, eine Medikamentenresistenz. Auf intrazellulärer Ebene kann 
der Resistenzmechanismus zum einen über die veränderte Aktivität protektiver 
Enzyme wie der Topoisomerase oder Glutathion-S-Transferase vermittelt werden. 
Während eine Verschiebung des Gleichgewichts pro- und antiapoptotischer 
Proteine ebenso die Entstehung einer MDR begünstigen kann [53].  
1.4.1 Phosphoglykoprotein-170 (P-gp) 
Juliano und Ling haben 1976 erstmals den Nachweis für das Phosphoglykoprotein-
170 erbracht und das MDR-Phänomen beschrieben [54]. P-gp, das Produkt des 
humanen MDR1-Gens, ist ein etwa 170 kDa großes, membrandurchspannendes 
und ATP-hydrolysierendes Protein. In gesundem Gewebe ist es in Leber, Niere, 
Pankreas, Intestinum und Blut-Hirn-Schranke exprimiert. Im Enterozyten ist es in 
der Membran des Bürstensaums lokalisiert [55,56], im Hepatozyten in der 
kanalikulären und im Nierenepithel in der tubulären Membran. Dieses apikale 
Lokalisationsmuster deutet auf die Rolle dieses ABC-Transporters in der 
Entsorgung zytotoxischer Metabolite, Xenobiotika oder Medikamente hin [55,57]. 
Viele Krebszellen zeigen eine erhöhte P-gp Expression und damit verbunden eine 
Resistenz gegenüber den verschiedensten Chemotherapeutika [58]. MDR1 wird 
auch als ABCB1 bezeichnet. ABCB1 gehört demnach in die ABCB-Subfamilie [59] 
und besteht aus 1280 Aminosäuren. P-gp bildet zwei homologe Hälften mit 
insgesamt zwei Transmembran (TMD)- sowie zwei Nukleotidbindungsdomänen 
(NBD) aus (Abb. 1.4) [58,60]. 
 
Abb. 1.4:  Membrantopologie von P-gp (nach [60]) 
ABC - ATP binding cassette (=NBD); EZR - extrazellulärer Raum; IZR - intrazellulärer 
Raum 
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Auf je sechs der hydrophoben membrandurchspannenden Helices folgt 
zytoplasmatisch eine hydrophile NBD. Die NBDs setzen sich aus den Walker A- und 
Walker B-Motiven, sowie einer ABC-Signatur, die für alle ABC-Transporter 
spezifisch ist, zusammen [60]. Die beiden Hälften sind über eine flexible 
Linkerregion miteinander verbunden. Diese Linkerregion ist höchstwahrscheinlich 
für die Kommunikation bzw. Interaktion zwischen den NBDs verantwortlich. Ohne 
diese Linkerregion ist eine uneingeschränkte Funktion des P-gp nicht gewährleistet 
[61]. Während die NBDs ATP binden und hydrolysieren, enthalten die TMDs 
Bindungsstellen für Substrate wie z.B. das Tumortherapeutikum Topotecan oder die 
Fluoreszenzfarbstoffe Rhodamin-123 (R-site) und Hoechst-33342 (H-site) [62]. Die 
ATP-Bindung bewirkt eine Konformationsänderung, die in einer veränderten 
Exposition der Substratbindungsstelle gegenüber der Membran resultiert. Es kommt 
zur Bildung einer Pore, welche die Translokation über die Zellmembran ermöglicht 
[63]. Die Substratbindung bewirkt eine Hydrolyse des ATP und damit verbunden 
eine Substratverschiebung vom Intrazellulärraum (IZR) in den Extrazellulärraum 
(EZR) [64]. Allerdings werden auch alternative Wirkmechanismen von P-gp 
diskutiert [65,66,67]. 
Neben seinen resistenzvermittelnden Eigenschaften besitzt P-gp in gesunden 
Geweben verschiedene Aufgaben. So wird P-gp beispielsweise als Translokator 
von Lipiden beschrieben [68,69]. Hierbei kann es als Flippase fungieren. Wenn das 
Lipid zytosolisch bindet, wird es nach der ATP-Hydrolyse extrazellulär freigesetzt. 
Nach dieser „flop“-Bewegung, bei der es seine Orientierung umkehrt, liegt es frei im 
EZR vor. Andererseits kann das Lipid auch gegen ein anderes ausgetauscht 
werden, welches dann zurück „flippt“ (Abb. 1.5). 
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Abb. 1.5:  Transport von Lipiden durch ABC-Transporter über die Zellmembran 
(Flip-Flop-Mechanismus; nach [52]) 
Der ABC-Transporter ist rot dargestellt, während die Lipide der Zellmembran schwarz 
abgebildet sind. Die Pfeile kennzeichnen die Translokation der Lipide. 
Neben der Eigenschaft als Lipid-Translokator zu wirken [52,68], wird P-gp mit der 
Translokation von Glukosylceramid in Verbindung gebracht, wodurch die Aktivität 
der Glukosylceramid-Synthase ansteigt [70,71]. Ein Hinweis, dass P-gp mit der 
Aktivität der Glukosylceramid-Synthase verknüpft ist, ist dass verschiedene P-gp 
Inhibitoren die Glukosylceramid-Synthase hemmen [72] und dass Glukosylceramid-
Synthaseinhibitoren selektiv in P-gp exprimierenden Karzinomzellen Apoptose 
auslösen [73]. Tab. 1.1 fasst die wesentlichen Charakteristika der in dieser Arbeit 
untersuchten ABC-Transporter zusammen. 
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Gen, 
Lokalisa- 
tion 
Struktur Vorkommen Substrate Inhibitoren 
allgemein im Intestinum 
  
       P-gp MDR1 1280 AS Leber, Niere, Testis, Bürstensaummembran des Rhodamin 123, Colchicin, Verapamil, 
  (ABCB1), 170 kDa Placenta, Gehirn, gesamten Intestinums Cyclosporin A, Etoposid, Vinblastin, versch. 
  7q21 2 NBD, 12 TMD Intestinum, Lunge  (Abnahme von distal nach Ivermectin, Benzpyren, Flavonoide 
  
      proximal) Topotecan, Camptothecin   
       MRP-2 MRP-2 1545 AS Leber, Niere, Testis, Bürstensaummembran des  Arsen, Cisplatin,  GF120918, 
  (ABCC2) 190 kDa Placenta, Gehirn, proximalen Intestinums Irinotecan, Ochratoxin A, Glutathion, MK-571, 
  10q24 2 NBD, 17 TMD Intestinum (Abnahme von proximal  Topotecan versch. Flavonoide 
        nach distal)     
       BCRP BCRP 655 AS Ovarien, Placenta, Bürstensaummembran des 17-b-Östradiol, Hoechst  GF120918, SN-38, 
  (ABCG2) 72 kDa Testis, Niere, Leber, gesamten Intestinums 33342, Topotecan Fumitremorgin C,  
  4q22 1 NBD, 6 TMD Gehirn, Intestinum     versch. Flavonoide 
 
Tab. 1.1:  Überblick über die untersuchten ABC-Transporter 
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1.4.2 Multidrug-resistance-associated protein-2 (MRP-2) 
Cole et al. beschrieben 1992 erstmalig das MDR associated protein (MRP) [74]. Der 
190 kDa große ABC-Transporter MRP-2 ist das Produkt des ABCC2 Gens [75]. 
MRP-2 weist eine ähnliche Topographie wie P-gp auf. Es besteht ebenfalls aus zwei 
homologen Hälften mit je sechs membrandurchspannenden Helices, denen eine 
zytosolische NBD nachgeschaltet ist. Zusätzlich besitzt MRP-2 fünf TMDs mit einem 
extrazellulären NH2-Terminus vor diesen beiden Hälften (Abb. 1.6) [60]. Die 
transportierten Substrate werden vorwiegend als Glutathion- oder 
Glukuronsäurekonjugate exportiert und teilweise durch die Konjugation schon 
entgiftet [76,77]. 
 
Abb. 1.6:  Membrantopologie von MRP-2 (nach [60]) 
ABC - ATP binding cassette (=NBD); EZR – extrazellulärer Raum; IZR – intrazellulärer 
Raum 
Das aus 1545 Aminosäuren bestehende Protein ist vorwiegend in der apikalen 
Hepatozytenmembran lokalisiert, weitere Nachweise sind in Niere und Intestinum, 
ebenfalls apikal, erfolgt [78]. Unter physiologischen Bedingungen transportiert 
dieser Transporter das beim Hämoglobinabbau entstandene Bilirubindiglucuronid in 
die Gallenkanalikuli [76]. Tumortherapeutika werden dem Anschein nach von 
MRP-2 nicht wie durch P-gp direkt, sondern in Form anionischer Konjugate bzw. im 
Cotransport mit Glutathion transportiert [79]. 
1.4.3 Breast cancer resistance protein (BCRP) 
Neben den “normalen” ABC-Transportern sind noch die „Halbtransporter“ 
beschrieben. Diese Transporter besitzen nicht die obligatorischen zwei, sondern 
jeweils nur eine TMD und eine NBD (Abb. 1.7). Einen solchen Halbtransporter stellt 
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das 1998 beschriebene BCRP dar, welches aus 655 Aminosäuren besteht und etwa 
72 kDa groß ist [80,81]. 
 
Abb. 1.7:  Membrantopologie von BCRP (nach [60]) 
ABC - ATP binding cassette (=NBD); EZR – extrazellulärer Raum; IZR – intrazellulärer 
Raum 
Im gesunden Gewebe ist BCRP unter anderem in Plazenta, Leber, Blut-Hirn-
Schranke, Niere und Intestinum lokalisiert [82]. Für den Transportvorgang werden 
von diesen ABC-Transportern Homo- und Oligomere ausgebildet. Ähnlich wie P-gp 
und MRP-2 eliminiert auch BCRP eine Vielfalt unterschiedlicher Stoffe aus der Zelle. 
So werden sulfatierte Hormonmetabolite, Fluoreszenzfarbstoffe wie 
Hoechst-33342, Flavonoide und auch Antibiotika aus der Zelle entfernt [82,83]. 
BCRP ist in der Lage eine Resistenz gegenüber Topotecan zu vermitteln [84]. Auch 
Irinotecan, ebenso ein Camptothecinderivat wie Topotecan, und sein aktiver 
Metabolit SN38 stellen typische BCRP-Substrate dar und werden durch 
Glukuronidierung mittels UDP-Glukuronyltransferase entgiftet [85]. BCRP 
transportiert außerdem weitere Glukuronsäurekonjugate, so z.B. das 
17-β-Östradiolglucuronid, wie auch sulfatierte Konjugate von Östron oder 
Dehydroepiandrosteron. Folglich scheint BCRP Xenobiotika und endogene 
Metabolite, ebenso wie MRP-2, in ihrer sulfatierten oder glukuronidierten Form zu 
transportieren [86,87,88]. Für verschiedene Flavonoide, wie z.B. Chrysin ist 
nachgewiesen, dass sie potent BCRP inhibieren und somit die Zytotoxizität von 
Irinotecan und Topotecan vervielfachen können [89,90]. Katayama et al. (2007) 
sehen hier vielversprechende Ansätze, eine BCRP vermittelte MDR zu umgehen 
und chemotherapeutische Ansätze zu optimieren [90]. BCRP wird nach der 
aktuellen Nomenklatur in die ABCG Gruppe einsortiert und als ABCG2 
bezeichnet [91]. 
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1.5 Flavonoide – Sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe in 
der Krebstherapie 
Die Flavonoide stellen eine Gruppe polyphenolischer sekundärer 
Pflanzeninhaltsstoffe dar. Dieser Gruppe gehören bis dato über 9000 identifizierte 
Substanzen an und sie kommen ubiquitär im Pflanzenreich vor. Flavonoide können 
in Abhängigkeit ihrer Substituenten in verschiedene Untergruppen unterteilt werden: 
Flavone, Flavanone, Isoflavone, Flavanole, Anthocyanidine und Flavonole. Allen 
Flavonoiden gemein ist die grundlegende 1,3 Diphenylpropan-1-onstruktur, welche 
aus einem p-Cumaroyl-CoA, sowie aus drei Malonyl-CoA Molekülen synthetisiert 
wird. Bei der Synthese entsteht als Zwischenprodukt ein Chalkon, aus welchem die 
Flavanone gebildet werden. Die Flavanone sind ihrerseits Ausgangspunkt für alle 
weiteren Flavonoide [92]. Abb. 1.8 zeigt die Grundstruktur aller Flavonoide, sowie 
die Strukturformeln von Flavon und Chrysin. In der Pflanze zeigen Flavonoide ein 
weites Funktionsspektrum, welches von Schutz vor UV-Strahlung, über 
Blütenfärbung bis hin zu Abwehrmechanismen reicht [93].  
 
Abb. 1.8:  Strukturformeln der Flavonoide 
Darstellung der Strukturformeln von Flavan (Grundstruktur aller Flavonoide) (A), 
Flavon (B) und Chrysin (C). 
Neben diesen Eigenschaften zeigen Flavonoide ein gesundheitsförderndes 
Potential, indem sie antioxidativ, antiproliferativ oder antikanzerogen wirken [92]. 
Bereits Ende der 1990er Jahre wurden sowohl Effekte auf die Proliferation, wie auch 
auf den Zellzyklus, die Differenzierung und die Apoptose beschrieben [94,95]. Diese 
protektiven Eigenschaften der Flavonoide werden mit ihrem breiten Spektrum 
biochemischer und pharmacologischer Eigenschaften in Verbindung gebracht [96]. 
In verschiedenen Studien ist es gelungen nachzuweisen, dass die 
Flavonoidaufnahme negativ mit der Häufigkeit der Krebserkrankungen korreliert 
[97,98]. Die große strukturelle Vielfalt und das gemeinsame Vorkommen der 
unterschiedlichsten Flavonoide erschweren es die einzelnen Substanzen gezielt in 
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kausale Zusammenhänge zu bringen [99]. Einzelne Flavonoide gehören zu den 
sogenannten reversing agents. Hierbei handelt es sich um Substanzen, welche eine 
MDR umkehren können, d.h. die Karzinomzellen werden gegenüber den 
Chemotherapeutika wieder sensibilisiert. Bereits frühzeitig hat man entdeckt, dass 
eine Blockierung des transmembranären Transportes der Chemotherapeutika 
durch Modulatoren der ABC-Transporter einer MDR vorbeugen kann. In den 
folgenden Jahren wurde eine Vielzahl von Substanzen entdeckt, die die Aktivität 
von P-gp und verwandten Transportern inhibieren oder zumindest einschränken. 
Allerdings zeigen sich diese im Gegensatz zu ihren vielversprechenden in vitro 
Ergebnissen in vivo eher enttäuschend, da sie häufig von einer Vielzahl 
Nebenwirkungen begleitet werden. In der Krebstherapie verspricht man sich von 
den Flavonoiden die Möglichkeit in den Karzinomzellen gezielt Apoptose 
auszulösen. Obwohl Flavonoide Antioxidantien sind, induzieren manche Vertreter 
dieser Stoffgruppe die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies in Karzinomzellen und 
nach Aktivierung der Caspase-Kaskade Apoptose [95,99,100,101].  
Flavonoide – als Induktoren der Apoptose in colorektalen Karzinomzellen 
In HT-29 und HCT-116 Colonkarzinomzellen konnte durch Flavon potent Apoptose 
induziert werden [96,102,103], indem es den intrinsischen Apoptoseweg aktiviert 
[96]. Bis heute sind für mehrere Flavonoide unterschiedliche Mechanismen der 
Apoptose-Induktion nachgewiesen. Zu diesen nachgewiesenen Wirkmechanismen 
zählt die dosisabhängige Generierung reaktiver Sauerstoffspezies ebenso wie 
deren Akkumulation in verschiedenen Karzinomzellinien [95,103,109], oder die 
Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien in Leukämiezellen, wodurch 
letztlich die Caspasen-3 und -9 aktiviert wurden [95]. Die Apoptose-Induktion ist 
auch in anderen Zellinien gelungen. So konnten Wang et al. (1999) durch 
Flavonoide effektiv Apoptose in HL-60 Leukämiezellen auslösen. Hier zeigte sich 
das Flavonoid Apigenin als potenter Aktivator der Effektorcaspase-3, wodurch die 
Aktivität der Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP) gehemmt wird [95]. Dieses 
Enzym wird durch die Caspasen-3 und -7 gespalten und verliert durch die Spaltung 
die Fähigkeit die DNA zu reparieren [95,104,105]. Durch die PARP-Spaltung 
müssen die Krebszellen die Möglichkeit der homologen Rekombination zur 
Reparatur der DNA nutzen. Diese Möglichkeit ist allerdings bei vielen 
Karzinomzellen defekt, so dass sich hier ein vielversprechender Therapieansatz 
darbietet [106]. Neben der Caspase-3 bewirkte Apigenin bei Wang et al. (1999) 
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noch eine Produktion reaktiver Sauerstoffspezies, sowie eine Prozessierung der 
Pro-Caspase-9 hin zur Caspase-9 [95]. Die Aktivierung der Caspase-3 durch das 
Flavonoid Flavon lässt sich auch in der Colonkarzininom Zellinie HT-29 nachweisen. 
Neben der Caspase-Aktivierung [107] wird die Expression der antiapoptotischen 
Proteine bcl-2 oder bcl-XL reduziert und proapoptotische Proteine wie bid oder bax 
werden vermehrt exprimiert [108,109]. Die Beeinflussung dieses Verhältnisses von 
proapototischen zu antiapoptotischen bcl-2 Proteinen stellt eine mögliche 
Modifikation der Apoptose durch Flavonoide dar [110].  
Flavonoide – als Modulatoren einer ABC-Transporter bedingten MDR 
Transportproteine spielen für Karzinomzellen eine entscheidende Rolle bei der 
Aufnahme, wie auch bei der Exklusion zytotoxischer Stoffe. Hinsichtlich der 
Exklusion kann die Überexpression von P-gp als einer der wesentlichen 
Mechanismen zur Entwicklung einer MDR betrachtet werden. Hierdurch kann in 
diesen Zellen der programmierte Zelltod verhindert werden [111]. Schon früh 
konnten erste P-gp Inhibitoren wie z.B. Verapamil identifiziert werden [112]. Im 
Laufe der Zeit wurden diese durch andere Wirkstoffe mit geringeren Nebenfolgen 
ersetzt und manche dieser Substanzen wie z.B. Tariquidar auch auf ihre klinische 
Wirksamkeit getestet [113]. Da diese aber insgesamt nicht überzeugen konnten, 
wird heute empfohlen für die Entwicklung neuer Inhibitoren auf natürliche Stoffe 
zurück zu greifen [29]. Solche natürlichen Stoffe stellen die Flavonoide dar. 
Flavonoide sind in der Lage in vitro wie auch in vivo als reversing agents zu 
fungieren und sie zeichnen sich durch eine breite Verfügbarkeit, wie auch eine 
geringe Toxizität aus [114]. Gemäß Ambudkar et al. (1999) sollen mögliche 
reversing agents eine der folgenden vier Eigenschaften aufweisen. Entweder 
binden die Modulatoren direkt an der Substratbindungsstelle, wodurch die Aktivität 
des ABC-Transporters gehemmt wird, oder die Bindung von ATP bzw. dessen 
Hydrolyse wird unterbunden. Weiterhin besteht als vierte Möglichkeit die 
Entkopplung von ATP Hydrolyse und Substrattranslokation [115]. Die Veränderung 
der biophysikalischen Eigenschaften des Lipid-Bilayers, in welchen die 
ATP-Transporter eingebettet sind, stellt nach Hendrich und Michalak (2003) einen 
weiteren möglichen Wirkmechanismus für Flavonoide dar [116]. 
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Der Interaktion zwischen ABC-Transporter und Flavonoid liegt vermutlich eine 
Bindung der Flavonoide an die zytosolischen NBDs zu Grunde. Hierbei binden die 
Flavonoide an die NBDs und blockieren diese, so dass kein Substrat mehr 
transportiert werden kann und dadurch die Aktivität des Transporters gehemmt 
wird [117].  
 2 Zielsetzung 
Krebszellen zeichnen sich durch eine geringe Sensitivität gegenüber Signalen aus, 
die den programmierten Zelltod, die Apoptose auslösen. Ein Mechanismus, der 
dazu beiträgt, ist die erhöhte Expression von ABC-Transportern. Da zahlreiche 
Chemotherapeutika, wie z.B. Topotecan, Substrate dieser Transporter darstellen, 
ist ihre erhöhte Expression Ursache einer in der Therapie häufig zu beobachtenden 
Vielfachresistenz gegenüber Chemotherapeutika. In der vorliegenden Arbeit sollte 
der Einfluss zweier Flavonoide, die Apoptose in CRK-Zellen induzierten, auf 
folgende mit einer MDR in Verbindung stehenden Parameter in vitro und in vivo 
untersucht werden: 
• Modulation der ABC-Transporter-Aktivität und -Expression durch Flavon und 
Chrysin im Caco-2 Zellmodell. Die Transporteraktivität wurde mittels 
fluoreszierender Substrate bestimmt und die Expression der Transporter 
mittels Western Blotting erfasst. Des Weiteren wurden die Einflüsse der 
beiden Flavonoide auf die Apoptose, die durch das Tumortherapeutikum 
Topotecan ausgelöste wurden, ermittelt. Die Bestimmung der Apoptose 
erfolgte durch die Messung der Caspase-3-Aktivität, sowie anhand der 
DNA-Fragmentierung. 
• Überprüfung einer möglichen Modifizierung des wnt-Signalweges durch 
Flavon und Chrysin als Ursache für eine veränderte Apoptose- bzw. 
Zelldifferenzierungsrate durch Beeinflussung der Lokalisation des 
Transkriptionsfaktors β-Catenin in Caco-2 Zellen. Die Lokalisation von 
β−Catenin wurde immunhistochemisch bestimmt. 
• Beeinflussung von Größe und Anzahl der Adenome im Intestinaltrakt der 
APCmin/+-Maus durch Applikation von Flavon. Zum Nachweis apoptotischer 
Zellen in vivo wurde die gespaltene, aktive Form der Caspase-3 in 
intestinalen Gewebeschnitten der APCmin/+-Maus immunhistochemisch 
dargestellt.  
• Modulation der ABC-Transporter-Expression durch Flavon im 
APCmin/+-Mausmodell. Die Expression wurde durch Western Blot 
Experimente sowie durch immunhistochemische Detektion ermittelt. 
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• Bestimmung der β-Catenin-Lokalisation, welches als Transkriptionsfaktor 
möglicherweise die Promotion colorektaler Karzinome durch eine veränderte 
zelluläre Verteilung begünstigt. Die Lokalisation wurde immunhistochemisch 
an Gewebeschnitten des Intestinums der APCmin/+-Maus nachgewiesen. 
 3 Methoden 
3.1 Kultivierung der Caco-2 Zellinie 
Die Caco-2 Zelle ist eine adhärent wachsende, colorektale Karzinomzelle, welche 
im Zellverband einen Monolayer bildet. 1974 wurden Caco-2 Zellen aus dem 
Adenokarzinom eines weißen Mannes gewonnen. Für die Experimente wurden die 
Passagen 13 bis 45 verwendet. Alle Lösungen wurden vor Gebrauch auf 37 °C 
erwärmt. Die Zusammensetzung des Kulturmediums ist in Tab. 3.1 dargestellt 
Tab. 3.1:  Zusammensetzung des Caco-2 Kulturmediums 
DMEM 500 ml 
FKS   50 ml (10% v/v) 
Glutamax     5 ml (1% v/v) 
Nichtessentielle Aminosäuren     5 ml (1% v/v) 
Penicillin-Streptomycin  0,5 ml (0,1% v/v) 
(DMEM - Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium; FKS - fötales Kälberserum) 
Die für diese Arbeit verwendeten Caco-2 Zellen wurden von der Deutschen 
Sammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ-Nr.: ACC 169, 
Braunschweig, D) bezogen. Die Zellen wurden bei 37 °C und einem 
Kohlendioxidgehalt von 5% kultiviert (Galaxy Brutschrank, RS-biotech, Wiesbaden, 
D). Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer 
Sicherheitswerkbank (Heraeus instruments, Berlin, D) durchgeführt. Montags, 
mittwochs und freitags wurde das verbrauchte Medium vollständig durch frisches 
ersetzt. Die Subkultivierung erfolgte bei 70 bis 80% Konfluenz. Hierfür wurde 
zunächst das Medium abgesaugt und die Zellen mit Phosphatpuffer (PBS – 
phosphate buffered saline; ohne Ca2+, ohne Mg2+) gewaschen. Um die Zellen zu 
vereinzeln, wurden sie anschließend mit 2 ml Trypsin/EDTA (0,25% Trypsin/ 1 mM 
EDTA) 4 min im Brutschrank inkubiert. Die Digestion wurde durch Zugabe von 10 ml 
Medium gestoppt und die Zellzahl in einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Für die 
unterschiedlichen Experimente wurden die Caco-2 Zellen in der notwendigen Dichte 
ausgesät (Tab. 3.2). Ein Teil der Zellen wurde immer für die Stammerhaltung in 
75 cm2-Flaschen (Greiner bio-one, Frickenhausen, D) verwendet. 
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Tab. 3.2:  Caco-2 Zellen: Aussaat für Stammerhaltung und für Experimente 
 
Zellen pro 
Flasche well bzw. Kammer 
Flasche 75 cm2 1·106,10 ml Medium  
Flasche 25 cm2 0,5·106, 6 ml Medium  
Quadriperm  1·106, 4 ml Medium 
6-well Platte  0,5·106, 3 ml Medium 
24-well Platte  1·105, 1,3 ml Medium 
48-well Platte  0,5·105, 0,8 ml Medium 
3.2 APCmin/+-Maus 
Die APCmin/+-Maus bildet infolge eines fehlenden APC-Gens multiple intestinale 
Neoplasien (min – multiple intestinal neoplasia). 
Über Jackson Laboratory (Bar Harbour, Maine, USA) wurden weibliche 
APCmin/+-Mäuse bezogen und zur weiteren Verwendung mit männlichen C57BL/6J 
Mäusen von Harlan Winkelmann (Borchen, D) verpaart. Die Haltung der Tiere 
erfolgte bei freiem Zugang zu Wasser und Futter bei einem 14 Stunden Tag/ 
10 Stunden Nacht Rhythmus. Die Tiere wurden nach dem Zufallsprinzip in zwei 
Gruppen zu je vier bis fünf Tieren pro Käfig unterteilt. Einer Gruppe wurde 400 mg 
Flavon/kg Körpergewicht mittels einer Sonde verabreicht. Die zweite Gruppe erhielt 
nur das Vehikel Myrj 53 (Sigma Aldrich, Deisenhofen, D). Die Schlundierung erfolgte 
ab der siebten Lebenswoche täglich an fünf Tagen, gefolgt von zwei Ruhetagen 
über einen Zeitraum von vier Wochen. Für die Experimente wurden weibliche 
APCmin/+ Mäuse im Alter von 70 bis 100 Tagen genutzt. Die Mäuse wurden, gemäß 
den Richtlinien des Tierschutzes des Freistaates Bayern (AZ 55.2–1-54–2531.3–
16-03), dekapitiert. Ein Teil der Mäuse (18 Tiere) wurde für immunhistochemische 
Versuche verwendet, während der andere Teil (10 Tiere) für Expressionsanalysen 
verwendet wurde. Hierfür wurde der Gastrointestinaltrakt (GIT) sofort mit eiskaltem 
Tris-Puffer (2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol; pH 7,4) gespült, um Futter- 
und Kotreste zu entfernen. Anschließend wurde der GIT in seine Segmente 
unterteilt. Diese wurden auf einer Glasplatte platziert und der Länge nach eröffnet. 
Die Mukosa wurde anschließend mit einem eiskalten Objektträger abgetragen und 
in Lysepuffer aufgenommen. Die Lagerung erfolgte bis zur Homogenisierung 
bei -80 °C. 
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Für die immunhistochemischen Versuche wurden die einzelnen Darmabschnitte 
nach ihrer Entnahme ebenfalls gewaschen und der Länge nach geöffnet, 
anschließend wurden sie aufgerollt und in Paraffin gebettet. Diese Arbeiten wurden 
am Institut für Toxicologie, Helmholtz-Zentrum, München, durchgeführt. 
Zur Bestimmung der Anzahl und der Größe der Adenome wurden die 
Intestinalsegmente der Mäuse (Kontrolle: n=32, Flavon: n=26) der Länge nach 
eröffnet. Die nach oben zeigende Mukosa wurde mit Filterpapier bedeckt und sechs 
Stunden in p-Formaldehyd (PFA; 2% (w/v)) fixiert. Nachdem die Adenome 15 min 
mit Methylenblau angefärbt wurden, wurde bei 25facher Vergrößerung am 
Lichtmikroskop ihre Anzahl und Größe bestimmt. Diese Arbeiten erfolgten ebenfalls 
am Institut für Toxicologie des Helmholtz-Zentrums in München. 
3.3 Nachweis der Expression der ABC-Transporter 
mittels Western Blot 
3.3.1 Gewinnung von Membranen und Zytosol aus Caco-2 Zellen 
Die Caco-2 Zellen wurden in 75 cm2 Flaschen 48 Stunden nach Aussähen mit den 
Effektoren für weitere 48 Stunden inkubiert.  
Um P-gp, MRP-2 und BCRP darstellen zu können, wurden die Zellen 2 min mit 
PBS/EDTA (0,2% EDTA (v/v)) auf Eis gewaschen und mittels eines Zellschabers 
vom Boden gelöst. Im Anschluß wurden sie mind. 24 Stunden in Lysepuffer 
bei -80 °C eingefroren. Nachdem die Zellen auf Eis aufgetaut wurden, wurden sie 
mit 20 bis 30 „strokes“ ebenfalls auf Eis mittels eines Glas-Teflon-Homogenisators 
homogenisiert. Die Proben wurden hierauf folgend 20 min bei 4 °C und 450 g 
zentrifugiert, um die Zelltrümmer vom Zytoplasma und den Zellmembranen 
abzutrennen. Das entstandene Pellet wurde verworfen und der Überstand wurde 
20 min bei 4 °C und 40000 g zentrifugiert. Durch diesen zweiten 
Zentrifugationsschritt bildete sich ein Pellet, in welchem sich die Zellmembranen 
befanden. Dieses Pellet wurde in Membranpuffer aufgenommen und bei -80 °C 
eingefroren. 
Um zytosolisches β-Catenin im Western Blot darstellen zu können, wurden die 
Zellen ebenfalls unter Verwendung eines Zellschabers vom Flaschenboden gelöst, 
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um anschließend 5 min bei 3000 rpm zentrifugiert zu werden. Das entstandene 
Pellet wurde in 500 µl RIPA-Puffer zwecks Lyse aufgenommen und 15 min auf Eis 
geschüttelt. Um Zellbruchstücke, DNA und RNA sedimentieren zu lassen, wurde die 
Suspension 10 min bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert, so daß sich die 
zytosolischen Proteine im Überstand finden. 
Der Proteingehalt wurde photometrisch bei 595 nm mit dem BioRad Proteinassay 
(BioRad, München, D) bestimmt. 
3.3.2 Gewinnung von Membranen aus Darmproben von 
APCmin/+-Mäusen 
Die in Lysepuffer aufgenommenen Proben wurden auf Eis aufgetaut und ebenfalls 
mit 20 bis 30 „strokes“ homogenisiert und 20 min bei 450 g zentrifugiert. Das Pellet 
wurde verworfen und der Überstand wurde weitere 20 min bei 4 °C und 40000 g 
zentrifugiert. Das entstandene Membranpellet wurde in Membranpuffer 
aufgenommen und anschließend wurde auch hier der Proteingehalt bei 595 nm 
photometrisch mit dem BioRad Proteinassay bestimmt. 
3.3.3 Methoden der Analyse 
3.3.3.1 SDS-Gelelektrophorese 
In einem „Mini Protean3 Cell“-Komplettsystem (BioRad, München, D) wurden 
jeweils 30 µg des Proteingemisches pro Vertiefung eines 8,5%igen Acrylamidgeles 
(Zusammensetzung siehe Tab. 3.3) aufgetragen. Die entsprechende Menge der 
Proteinprobe wurde zuvor mit der doppelten Menge dreifach konzentrierten 
Lämmlipuffers versetzt und 15 min bei 55 °C im Wasserbad denaturiert. Vor dem 
Gießen der Gele wurden zunächst alle Materialkomponenten, welche in Kontakt mit 
dem Gel traten, mit 70% (v/v) Ethanol gereinigt, um die Oberflächen von Staub und 
weiteren Verunreinigungen zu befreien. Durch Zugabe von NNN´N´-
Tetramethylethylethylendiamin (TEMED) und Ammoniumpersulfat (APS) wurde die 
Polymerisation der Gele gestartet und die noch flüssigen Gele wurden unverzüglich 
in die Polymerisationskammern gegossen. Die Überschichtung des Trenngels mit 
Isopropanol bewirkte hierbei eine gleichmäßige Verteilung des Gels in der Kammer. 
Nachdem das Trenngel auspolymerisiert war, wurde das Isopropanol wieder 
entfernt und das Sammelgel angesetzt. Dieses wurde nach erfolgter Polymerisation 
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des Trenngels auf dieses geschichtet. Um die für das Auftragen der Proteinproben 
nötigen Taschen zu formen wurde das Gel letztlich mit einem Kamm luftdicht 
abgeschlossen. Im gewählten Trenngel lassen sich Proteine zwischen 43 kDa und 
200 kDa auftrennen. Die Proteine wurden bei einer konstanten Spannung von 200 V 
elektrophoretisch aufgetrennt. Sobald die Lauffront gerade das Gel verlassen hatte, 
wurde der Lauf beendet. 
Tab. 3.3:  Zusammensetzung der Acrylamidgele 
Chemikalie Konzentration 
verwendetes Volumen 
Trenngel Sammelgel 
Tris-HCl (pH 8,8) 1,% M 3 ml - 
Tris-HCl (pH 6,8) 0,5 M - 1 ml 
SDS 10% (w/v) 120 µl 40 µl 
Acrylamidlösung 30% (w/v) 3,4 ml 680 µl 
Aqua bidest  5,44 ml 2,24 ml 
APS 10% (w/v) 160 µl 40 µl 
TEMED  7 µl 2 µl 
(Tris – 2-Amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol, SDS – Natriumdodecylsulfat ) 
3.3.3.2 Western Blotting 
Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurde das Gel im „Semidry“ Verfahren 
geblottet. Eine der Größe des Trenngels gleich große Polyvinylidendifluorid (PVDF)-
Membran wurde zuerst in Methanol aktiviert und dann in Blotpuffer nach Towbin 
[118] äquilibriert. Die Membran wurde auf das Gel gelegt und beide wurden von 
jeweils drei Lagen in Blotpuffer äquilibriertem Whatman-Papier umschlossen. 
Dieses Sandwich wurde in einem Semidry Blotter (Owl, Portsmouth, USA) zwei 
Stunden bei 23 V geblottet. Nach dem Blotting wurde die Membran über Nacht bei 
4 °C in einer 1%igen (w/v) Milchpulverlösung in TBS-T (Tris 
buffered saline + Tween 20) inkubiert, damit unspezifische Bindungsstellen 
abgesättigt werden. Anschließend wurde die Membran zweimal 5 min in TBS-T 
gewaschen. Die Detektion von β-Catenin, P-gp, MRP-2, BCRP sowie β-Aktin 
erfolgte durch die Anlagerung der jeweiligen Antikörper (Tab. 3.4). Hierzu wurde der 
Blot zwei Stunden mit dem primären Antikörper auf dem Plattenschüttler inkubiert. 
Die folgenden Schritte bestanden darin, den Blot dreimal für 5 min in TBS-T zu 
waschen, um überschüssige Antikörper zu entfernen. Anschließend wurde eine 
Stunde mit dem sekundären Antikörper inkubiert. Die Inkubation mit den Antikörpern 
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erfolgte auf einem Plattenschüttler bei 220 rpm. Nachfolgend wurde jeweils zweimal 
für 5 min mit TBS-T bzw. mit TBS gewaschen. Die Detektion erfolgte durch eine 
„enhanced chemoluminescence“-Reaktion nach Thorpe und Kricka [119]. Luminol 
wird hierbei durch die an die sekundären Antikörper gebundene 
Meerrettichperoxidase oxidiert und das letztlich entstehende 3-Aminophtalat besitzt 
Elektronen im angeregten Zustand. Durch die Rückkehr dieser Elektronen in den 
Ruhezustand wird Licht emittiert, welches den Film (Hyperfilm, Amersham 
Bioscience, Buckinghamshire, UK) schwärzt. Die Entwicklung des Filmes erfolgte 
in einem Optimax X-Ray Film Processor (Protec Medizintechnik, Obersteinfeld, D). 
Damit auf derselben Membran auch das Referenzprotein β-Aktin nachgewiesen 
werden konnte, wurden die bereits gebundenen Antikörper in Strippuffer (45 min, 
55 °C) wieder von der Membran gelöst und anschließend mit PBS-T (phosphate 
buffered saline + Tween 20) gewaschen. Die Membran wurde dann über Nacht bei 
4 °C in einer Milchpulverlösung (1% (w/v) in TBS-T) inkubiert. Die Detektion von 
β-Aktin erfolgte analog zum Nachweis von β-Catenin, P-gp, MRP-2 und BCRP. 
Mit Hilfe der Software ImageJ (National Institutes of Health, Maryland, USA) wurde 
die Intensität der Proteinbanden densitometrisch bestimmt. 
Tab. 3.4:  In Western Blot-Experimenten verwendete Antikörper 
primäre Antikörper Quelle Verdünnung 
P-gp rabbit-polyclonal IgG 
(Santa Cruz, Heidelberg, D) 
1:500 
MRP-2 rabbit-polyclonal IgG 
(Santa Cruz, Heidelberg, D) 
1:50 
BCRP rabbit-polyclonal IgG 
(Santa Cruz, Heidelberg, D) 
1:50 
β-Aktin rabbit anti-actin affinity isolated antibody 
IgG 
(Sigma Aldrich, Steinheim, D) 
1:500 
β-Catenin monoclonal mouse-anti-β-Catenin 
(BD biosciences, Heidelberg, D) 
1:1000 
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sekundäre Antikörper Quelle Verdünnung 
anti-mouse IgG goat-anti-mouse IgG, biotinyliert 
(Vector laboratories, München, D) 
1:1000 
anti-rabbit IgG goat-anti-rabbit IgG,  
Meerrettichperoxidase konjugiert, 
(Santa Cruz, Heidelberg, D) 
1:1000 
3.4 Immunfluoreszenznachweis von β-Catenin und 
ABC-Transportern 
3.4.1 Vorbereitung der Caco-2 Zellen für die immunhisto-
chemische Darstellung von β-Catenin 
Um zu verhindern, dass sich die Caco-2 Zellen im Laufe des Experiments von den 
Objektträgern ablösen, wurden die Objektträger mit Poly-L-Lysin beschichtet. 
Hierzu wurde eine 1:10 Verdünnung der Poly-L-Lysin Lösung in ein Quadriperm 
gegeben und die Objektträger wurden in dieser Lösung inkubiert. Die Objektträger 
wurden nach 5 min in frische Quadriperm überführt und bei 60 °C eine Stunde im 
Trockenschrank getrocknet. Die Inkubation mit den Effektoren umfasste auch in 
diesem Experiment standardmäßig 48 Stunden, nachdem die Zellen zuvor 
innerhalb von 48 Stunden etwa 80% Konfluenz erreicht hatten. Die Zellen wurden 
dreimal mit 5 ml TBS-T gewaschen und anschließend mit kaltem PFA (4% (w/v)) 
auf Eis inkubiert. Nach 30 min wurde die Fixierung beendet und die Zellen wurden 
dreimal mit 5 ml TBS-T gewaschen. Um unspezifische Bindungsstellen 
abzusättigen, wurden die Zellen 30 min in 3% (v/v) Ziegenserum in TBS-T inkubiert.  
3.4.2 Vorbereitung der intestinalen Gewebeschnitte von 
APCmin/+-Mäusen zur immunhistochemischen Darstellung 
von β-Catenin, P-gp, MRP-2 und BCRP  
Die einzelnen Segmente des GIT der APCmin/+-Mäuse wurden von Mitarbeitern des 
Helmholtz-Zentrums, München, entnommen, fixiert und in Paraffin eingebettet. Von 
diesen Paraffinblöcken wurden 3 µm dicke Schnitte hergestellt. Nach dem 
Schneiden mit einem Rotations-Mikrotom (Reichert-Jung, 2030 Biocut, Wien, A) 
wurden die Schnitte in ein 40 °C warmes Wasserbad, dem 1% (v/v) Hühnereiweiß-
Glycerin zugesetzt war, abgestreift und anschließend auf einem Objektträger 
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aufgetragen. Die Schnitte wurden über Nacht bei 37 °C in einem Trockenschrank 
getrocknet. Um sie zu entparaffinieren, wurden sie zunächst in Xylol und 
anschließend in einer Ethanolkonzentrationskette inkubiert. Das Inkubations-
schema ist in Tab. 3.5 dargestellt. 
Tab. 3.5:  Lösungsmittelkette zur Entparaffinierung der Gewebeschnitte 
Schritt Lösung Zeit 
1. Xylol 
(entparaffinieren) 
1 x 10 min 
1 x   5 min 
2. Ethanol 100% 2 x   5 min 
3. Ethanol 100% 1 min 
4. Ethanol   96% 2 x   1 min 
5. Ethanol   70% 5 min 
6. fließendes Wasser 3 min 
Nachdem die Schnitte in fließendem Wasser gewaschen wurden, wurden sie sofort 
in einen Mikrowellenschnellkochtopf (Nordic Ware, Minneapolis, USA) mit 1,5 l 
Citratpuffer (pH 6,0) gegeben, um die durch das Fixieren mit Formalin und PFA 
verursachte Vernetzung der Oberflächenstrukturen im Gewebe zu lösen und das 
Gewebe für die Färbung zugänglich zu machen. Nach einer Kochzeit von 33 min 
bei 800 W wurden die Schnitte in 5% (v/v) Ziegenserum in TBS blockiert, um evtl. 
freigewordene unspezifische Antikörperbindungsstellen abzusättigen. Nach einer 
Stunde wurden die Objektträger aus dem Blockierungspuffer genommen, rund um 
das Gewebe getrocknet und die Gewebeschnitte mit einem PAP-Pen umrandet.  
3.4.3 Immunhistochemischer Nachweis von β-Catenin, P-gp, 
MRP-2 und BCRP 
3.4.3.1 Nachweis von β-Catenin in Caco-2 Zellen 
Im Anschluss an die Inkubation in Ziegenserum wurden die Objektträger nun in 
frische Quadriperm gelegt und die Antikörperlösungen wurden auf die Zellen 
gegeben. Pro Objektträger wurden 500 µl Antikörperlösung (1:500 in 3% (v/v) 
Ziegenserum in TBS-T) benötigt. Die Quadriperm wurden zwei Stunden bei RT in 
einer Feuchtkammer inkubiert. Nachdem sie viermal in 5 ml TBS-T je 5 min 
gewaschen wurden, fand die Inkubation mit dem sekundären, biotinylierten 
Antikörper (1:200, in 3% (v/v) Ziegenserum in TBS-T) statt. Diese erfolgte eine 
Stunde bei RT in einer Feuchtkammer. Die Zellen wurden nun je zweimal in 5 ml 
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TBS-T bzw. TBS geschüttelt. Daraufhin wurden die Objektträger wieder in trockene 
Quadriperm gelegt und mit je 500 µl Cy5-Streptavidin/Sytox Green Lösung (1:500 
Cy5-Streptavidin, 0,25 µM Sytox Green) lichtgeschützt 15 min inkubiert. Nachdem 
die Zellen noch viermal mit 5 ml TBS-T je 5 min gewaschen wurden, wurden 
Eindeckelmedium und Deckgläschen auf die Objektträger gegeben und diese über 
Nacht lichtgeschützt trocknen gelassen. Die gefärbten Zellen wurden am nächsten 
Tag mittels eines Konfokal-Lasermikroskops (DMIBRE Leica, Wetzlar, D) bei 
630facher Vergrößerung betrachtet. Die Antikörperfärbung wurde nach Anregung 
bei 633 nm in einem Emissionsbereich von 645 bis 720 nm detektiert. Die Anregung 
des DNA-Farbstoffs Sytox Green erfolgte bei 488 nm und die Detektion im 
Emissionsbereich von 500 bis 535 nm. 
3.4.3.2 Immunhistochemie in APCmin/+-Mäusen 
Pro Schnitt wurden je nach Größe 100 bis 150 µl Antikörperlösung eingesetzt. Die 
Inkubation mit dem primären Antikörper erfolgte bei RT über Nacht in einer 
Feuchtkammer. Nach zweimaligem Waschen für je 5 min in TBS wird der 
Objektträger rund um das Gewebe wieder abgetrocknet. Die Objektträger wurden 
wieder in die Feuchtkammer gelegt und es wurde eine Stunde mit dem sekundären 
Antikörper inkubiert. Tab. 3.6 gibt eine Übersicht über die eingesetzten Antikörper, 
sowie deren verwendete Verdünnungen. Alle Antikörper wurden in TBS, dem 5% 
(v/v) Ziegenserum zugesetzt war, verdünnt. Die Schnitte wurden zweimal je 5 min 
in TBS gewaschen und anschließend je nach Bedarf mit Streptavidin gekoppeltem 
Cy5 in einer 1:1000 Verdünnung für 15 min in der Feuchtkammer inkubiert. Letztlich 
wurden noch Eindeckelmedium und Deckgläschen auf die Schnitte gegeben. 
Tab. 3.6:  Immunhistochemisch eingesetzte Antikörper 
primäre Antikörper Quelle Verdünnung 
P-gp rabbit-polyclonal IgG 
(Santa Cruz, Heidelberg, D) 
1:500 
MRP-2 rabbit-polyclonal IgG 
(Santa Cruz, Heidelberg, D) 
1:200 
BCRP rabbit-polyclonal IgG 
(Santa Cruz, Heidelberg, D) 
1:200 
β-Aktin rabbit-polyclonal IgG 
(Sigma Aldrich, Steinheim, D) 
1:1000 
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primäre Antikörper Quelle Verdünnung 
cleaved caspase-3 rabbit-polyclonal IgG 
(Cell Signaling, Frankfurt, D) 
1:200 
β-Catenin monoclonal mouse-anti-β-Catenin 
(BD biosciences, Heidelberg, D) 
1:1000 
sekundäre Antikörper Quelle Verdünnung 
anti-mouse IgG goat-anti-mouse IgG, biotinyliert 
(Vector laboratories, München, D) 
1:200 
anti-rabbit IgG Alexa-Fluor 488-conjugated, 
(Invirogen, Karlsruhe, D) 
1:200 
3.5 Charakterisierung der ABC-Transporteraktivität 
Um die Aktivität der ABC-Transporter überprüfen zu können, wurden die Caco-2 
Zellen mit den Fluoreszenzfarbstoffen Rhodamin-123 (P-gp), CMFDA (MRP-2) und 
Hoechst-33342 (BCRP) beladen. Die gewählten Farbstoffe stellen jeweils Substrate 
der zugeordneten Transporter dar. Der Anteil der einzelnen Transporter am 
Gesamttransport wurde durch die Verwendung selektiver Inhibitoren bestimmt. Als 
Inhibitoren wurden für P-gp Verapamil, für MRP-2 MK-571 und für BCRP 
Fumitremorgin c (FTC) eingesetzt. In den durchgeführten Experimenten wurden die 
Zellen in 48-well Platten ausgesät. Nach 48 Stunden wurde das Medium gewechselt 
und nach weiteren 48 Stunden wurde es durch Krebspuffer, dem die Effektoren 
zugesetzt waren, ersetzt. Die Inkubation erfolgte 180 min im Brutschrank. In  
Tab. 3.7 sind die eingesetzten Farbstoffe, Effektoren und Inhibitoren dargestellt. 
Nach der Inkubation wurden die Effektoren auf Eis abgesaugt und zweimal mit 
250 µl eiskaltem Krebspuffer gewaschen. Die Fluorezenzintensitäten von 
Rhodamin-123 und CMFDA wurden nach Anregung bei 485 nm bei einer 
Emissionswellenlänge von 538 nm gemessen. Bei Hoechst-33342 wurde eine 
Anregungswellenlänge von 355 nm und eine Emissionswellenlänge von 460 nm 
gewählt. 
Die Akkumulation des Zytostatikums Topotecan wurde anhand seiner 
Eigenfluoreszenz detektiert und nach Anregung bei 355 nm bei 538 nm 
Emissionswellenlänge bestimmt. 
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Die Messung der Fluoreszenzintensitäten erfolgte in einem Mikrotiterplatten-Reader 
(Fluoroskan, Thermo Electron, Dreieich, D). 
Tab. 3.7:  Konzentrationen der für die Bestimmung der ABC-Transporteraktivität 
verwendeten Farbstoffe, Effektoren und Inhibitoren 
Fluoreszenzfarbstoffe Konz. / µM Effektoren Konz / µM Inhibitoren Konz / µM 
Rhodamin-123 1 Flavon 250 Verapamil 40 
CMFDA 1 Chrysin 250 MK-571 50 
Hoechst-33342 1 Topotecan 25 FTC 10 
3.6 Bestimmung von Apoptose-Parametern 
3.6.1 Bestimmung der Caspase-Aktivität in vitro und aktiver 
Caspase in vivo 
3.6.1.1 Nachweis der Aktivität der Caspasen-3 und -8 in Caco-2 Zellen 
Zur Bestimmung der Aktivität der Caspase-3 und der Caspase-8 wurde der 
EnzChek Caspase-3 Assay # Kit 1 (Invitrogen, Karlsruhe, D) mit spezifischen 
Caspase-3 bzw. Caspase-8 Substraten verwendet. Als Substrat für die Caspase-3 
wurde das 7-amino-4-methylcoumarin (AMC) gebundene Substrat Z-DEVD-AMC 
hinzugefügt, das nach Spaltung durch die Caspase-3 fluoresziert (Ex: 342 nm, 
Em: 441 nm). Durch Einsatz des Inhibitors Z-DEVD-CHO wurde die Spezifität 
überprüft. Eine Aktivierung der Caspase-8 bewirkt durch proteolytische Spaltung 
eine Akivierung der Caspase-3, weswegen auch die Caspase-8-Aktivität ermittelt 
wurde. Caspase-8 weist eine hohe Spezifität für das Peptid Ile-Glu-Thr-Asp (IETD) 
auf und entsprechend konnte nach Zugabe des Substrates Ac-IETD-AFC deren 
Akivität fluoreszenzoptisch bestimmt werden (Ex: 400 nm, Em: 520 nm). 
Die Caco-2 Zellen wurden zu Bestimmung der Caspase-Aktivität in 6-well Platten 
ausgesät. Nachdem die Zellen 48 Stunden adhärierten, wurde das alte Medium 
durch frisches Medium, dem die Effektoren zugesetzt waren, ersetzt. Vor der Ernte 
wurden die Zellen mit 2 ml PBS (ohne Ca2+, ohne Mg2+) gewaschen. Anschließend 
wurden sie 4 min mit 1 ml Trypsin im Brutschrank inkubiert. Der 
Trypsinierungsprozess wurde durch die Zugabe von 2 ml Medium unterbrochen. Die 
vereinzelten Zellen wurden in ein 15 ml-Röhrchen überführt und mit PBS (ohne 
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Ca2+, ohne Mg2+) gewaschen. Die Zellzahl wurde in der Neubauer-Kammer 
bestimmt. 
Es wurden jeweils 200.000 Zellen für eine Bestimmung eingesetzt. Hierzu wurden 
die Zellen in 50 µl Lysepuffer aufgenommen und nachdem sie 30 min auf Eis 
inkubierten, wurden die lysierten Zellen zentrifugiert (5 min, 4500 g). Aus dem 
Überstand wurden 50 µl entnommen und in eine 96-well Platte überführt. Als 
Reaktionslösung wurden jeweils 20 µl einer 10 mM Z-DEVD-AMC Lösung bzw. 
einer 10 mM Ac-IETD-AFC Lösung mit 980 µl doppelt konzentriertem 
Reaktionspuffer versetzt. Durch die Zugabe von 50 µl dieser Reaktionslösung 
wurde die Reaktion gestartet. Anschließend wurde die 96-well Platte 30 min bei RT 
im Dunkeln inkubiert. Die Messung erfolgte in Intervallen von jeweils 20 min über 
einen Zeitraum von 5 Stunden in einem Mikrotiterplatten-Reader (Fluoroskan, 
Thermo Electron, Dreieich, D; AMC: Ex: 355 nm, Em: 460 nm bzw. 
AFC: Ex: 355 nm, Em: 538 nm) 
3.6.1.2 Nachweis aktivierter Caspase in intestinalen Zellen von APCmin/+-Mäusen 
Der Nachweis Caspase-aktiver Zellen in Gewebeschnitten der APCmin/+-Maus 
erfolgte analog dem Nachweis der ABC-Transporter und dem von β-Catenin. Die 
verwendeten Antikörper sind Tab. 3.6 zu entnehmen. 
3.6.2 DNA-Fragmentierung 
Caco-2 Zellen wurden in einem Quadriperm auf Objektträgern ausgesät. Nach 
48 Stunden wurde das Medium entfernt und durch frisches Medium, dem die 
entsprechenden Effektoren zugesetzt wurden, ersetzt. Die Flavonoide wurden, falls 
nicht anders angegeben, in einer Konzentration von 250 µmol L-1 verwendet, 
während Topotecan immer 25 µM verwendet wurde. Nach weiteren 48 Stunden 
wurden die Objektträger mit PBS gewaschen und die Zellen 10 min mit 500 µl PFA 
(2% (w/v)) fixiert. Anschließend wurde wieder gewaschen und die Zellkerne wurden 
mit 500 µl Sytox Green (0,05 µM) angefärbt. Um den überschüssigen Farbstoff zu 
entfernen wurde noch einmal mit PBS gewaschen und die Objektträger unter 
Verwendung von Eindeckelmedium mit einem Deckgläschen abgedeckt und über 
Nacht zum Trocknen gelagert. Die angefärbten Zellkerne wurden mittels eines 
Fluoreszenzmikroskopes (Axioskop 2, Zeiss, Wetzlar, D) visualisiert. In der späten 
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Phase der Apoptose lassen sich die „apoptotic bodies“ leicht als 
Chromatinabschnürungen vom Zellkern erkennen. Anhand von sechs 
repräsentativen Aufnahmen aus verschiedenen Bereichen des Objektträgers wurde 
der prozentuale Anteil apoptotischer Zellen durch Auszählen nach Formel (3.1) 
bestimmt. 
 
AR=
Za
Zges
∙100 
Berechnung der Apoptoserate  
AR  – Apoptoserate 
Za  – Anzahl apoptotischer Zellen 
Zges  – Gesamtzellzahl 
(3.1) 
3.7 Proliferation 
Für die Bestimmung der Proliferationsrate wurden die Caco-2 Zellen in 6-well 
Platten ausgesät und nach 48 Stunden das Medium gewechselt. Anschließend 
wurden sie für weitere 48 Stunden mit den entsprechenden Effektoren inkubiert. Die 
Zellen wurden zweimal mit 2 ml PBS (ohne Ca2+, ohne Mg2+) gewaschen und 
hiernach mit 1 ml Trypsin 4 min im Brutschrank inkubiert. Der Verdau wurde nach 
Zugabe von 2 ml Medium unterbrochen. Mittels Neubauer-Zählkammer wurde die 
Zellzahl bestimmt. 
3.8 Differenzierung 
In Säugerzellen lässt sich anhand der Aktivität der alkalischen Phosphatase (AP) 
der Differenzierungsgrad bestimmen. Je stärker die Zellen differenzieren, desto 
geringer ist die Wahrscheinlichkeit, daß sie ungehemmt proliferieren. 
In 25 cm2-Zellkulturflaschen wurden jeweils 0,5∙106 Zellen ausgesät und nach 
48 Stunden weitere 48 Stunden mit den entsprechenden Effektoren inkubiert. Die 
Zellen wurden zweimal mit PBS (ohne Ca2+, ohne Mg2+) gewaschen und 
anschließend trypsiniert. Hierzu wurden die Zellen mit 1 ml Trypsin bei 37 °C 
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inkubiert. Der Verdauungsprozess wurde nach 2 min durch Zugabe von Medium 
beendet. Anschließend wurden die Zellen mit einer Pipette durchmischt, wodurch 
sie vereinzelt wurden und zentrifugiert (5 min, 300 g, RT). Das entstandene Pellet 
wurde bei -80 °C über Nacht eingefroren. Die Pellets wurden auf Eis aufgetaut und 
in Diethanolamin (DEA)-Puffer aufgenommen. Die Homogenisierung erfolgte unter 
Verwendung eines motorgetriebenen Glas-Teflon-Homogenisators mittels 20 bis 30 
„strokes“ auf Eis. Der Proteingehalt wurde anschließend durch den BioRad 
Proteinassay bestimmt. Um die AP-Aktivität zu bestimmen, wurde 
4-Nitrophenylphosphat (4-NPP) als Substrat verwendet und die pro Zeiteinheit und 
mg Protein gebildete Menge an p-Nitrophenol ermittelt. Die p-Nitrophenolmenge 
wurde photometrisch bei 405 nm im Spektralphotometer nachgewiesen und über 
10 min gemessen. Hierzu wurden 940 µl DEA-Puffer mit 50 µl Probe, sowie 10 µl 
4-NPP gemischt. 
3.9 Statistische Auswertung und graphische 
Darstellung 
Die Ergebnisse sind, sofern nicht anders angegeben, als Mittelwerte 
± Standardabweichung dargestellt. Für die statistische Auswertung zweier Gruppen 
wurde der students t-Test (zweiseitig, ungepaart) angewandt. Für die Vergleiche 
mehrerer Gruppen wurde die One-way-ANOVA-Analyse mit anschließendem 
Bonferroni-Test herangezogen. Die statistische Auswertung erfolgte, ebenso wie 
die graphische Darstellung, mit dem Computerprogramm GraphPad 4.0 (GraphPad 
Software, Los Angeles, USA). Als statistisch signifikant wurden p-Werte < 0,05 
gewertet. 
 4 Ergebnisse 
4.1 Flavonoide als Inhibitoren der ABC-Transporter 
P-gp, MRP-2 und BCRP in Caco-2 Zellen 
4.1.1 Dosis-Wirkungs-Berechnungen von Flavon und Chrysin 
bezüglich der Akkumulation von Substraten des P-gp, 
MRP-2 und BCRP 
Um zu überprüfen, ob Flavonoide ATP-abhängige Effluxpumpen hemmen, wurde 
der Flavonoideffekt auf den Efflux eines P-gp spezifischen Substrats untersucht. 
Hierzu wurden die Caco-2 Zellen drei Stunden mit 250 µM fünf ausgewählter 
Flavonoide in Gegenwart des fluoreszierenden P-gp Substrats Rhodamin-123 
(1 µM) inkubiert. Die Flavonoide Flavon (182,1 ± 7,2%, p<0,001), Chrysin 
(152,8 ± 5,3%, p<0,001) und Biochanin A (186,8 ± 7,0%, p<0,001) bewirkten im 
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle einen deutlichen Anstieg der 
Rhodaminakkumulation, wie anhand der gemessenen intrazellulären Fluoreszenz 
ermittelt wurde (Abb. 4.1).  
 
Abb. 4.1:  Modulation der P-gp Aktivität durch Flavonoide 
 
Veränderung der P-gp Aktivität nach Inkubation mit ausgewählten Flavonoiden. Die 
Flavonoide wurden drei Stunden in einer Konzentration von jeweils 250 µM appliziert 
(n=12). Danach wurde die Akkumulation von Rhodamin anhand dessen Fluoreszenz bei 
470 nm Anregung und 520 nm Emission bestimmt (*p<0,05, ***p<0,001 versus Kontrolle). 
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Zusätzlich sollte der Einfluss von Flavon und Chrysin auf die drei ABC-Transporter 
in Abhängigkeit ihrer applizierten Dosis ermittelt werden (Abb. 4.2). 
 
Abb. 4.2:  Dosisabhängige Inhibierung der ABC-Transporter P-gp, BCRP und MRP-2 durch 
Flavon und Chrysin 
Caco-2 Zellen wurden drei Stunden mit jeweils 1 µM Rhodamin (A), CMFDA (B) oder 
Hoechst-33342 (C) inkubiert. Anschließend wurde die Akkumulation der 
Fluoreszenzfarbstoffe in den Caco-2 Zellen bei steigenden Flavon- und 
Chrysinkonzentrationen bestimmt (Rhodamin-123, CMFDA: Ex. 485 nm, Em: 538 nm; 
Hoechst-33342: Ex: 355 nm, Em: 460 nm).  
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Flavon wie auch Chrysin führten zu einer deutlich dosisabhängigen Steigerung der 
Akkumulation des P-gp Substrates Rhodamin, des MRP-2 Substrates CMFDA und 
des BCRP Substrates Hoechst-33342. Sowohl für Flavon wie auch für Chrysin 
wurden mittlere effektive Konzentrationen (EC50) im Bereich von 50 - 85 µM für alle 
drei Transporter ermittelt.  
4.1.2 Nachweis einer spezifischen Interaktion der beiden 
Flavonoide Flavon und Chrysin mit den ABC-Transportern 
P-gp, MRP-2 und BCRP 
Durch die Verwendung spezifischer Inhibitoren der Transporter-Proteine P-gp, 
MRP-2 und BCRP soll ihre Beteiligung am Efflux von fluoreszierenden Substraten 
näher charakterisiert werden. Flavon bewirkt einen Anstieg der 
Fluoreszenzintensität durch Rhodamin-123 (199,4 ± 1,2%) gleichwertig wie der 
spezifische P-gp Inhibitor Verapamil (193,8 ± 2,8%). Chrysin vermittelt hier einen 
moderateren Fluoreszenzanstieg (145,0 ± 2,2%). Das MRP-2 Substrat CMFDA 
akkumuliert durch den spezifischen Inhibitor MK-571 (291,4 ± 6,4%) in etwa 
gleichem Maße wie durch die Flavonoide Flavon (282,7 ± 6,0%) und Chrysin 
(311,2 ± 6,7%). Fumitremorgin c (FTC; 175,5 ± 5,5%) bewirkt eine 
Akkumulationssteigerung des BCRP Substrates Hoechst-33342 (Abb. 4.3). Beide 
Flavonoide zeigen auf die Akkumulation der Fluoreszenzsubstrate vergleichbare 
Wirkungen wie die spezifischen Inhibitoren der ABC-Transporter P-gp, MRP-2 und 
BCRP. 
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Abb. 4.3:  Modulation der Aktivität der ABC-Transporter P-gp, MRP-2 und BCRP durch 
spezifische Inhibitoren sowie Flavon und Chrysin 
Caco-2 Zellen wurden drei Stunden mit jeweils 1 µM Rhodamin (A), CMFDA (B) oder 
Hoechst-33342 (C) inkubiert. Anschließend wurde die Akkumulation der 
Fluoreszenzfarbstoffe in den Caco-2 Zellen bestimmt. 250 µM Flavon bzw. 250 µM 
Chrysin bewirken vergleichbare Fluoreszenzanstiege wie die spezifischen Inhibitoren der 
ABC-Transporter. Als P-gp Inhibitor wurde 40 µM Verapamil, als MRP-2-Inhibitor 50 µM 
MK-571 und als BCRP-Inhibitor 10 µM Fumitremorgin c (FTC) eingesetzt. 
(Rhodamin-123, CMFDA: Ex. 485 nm, Em: 538 nm; Hoechst-33342: Ex: 355 nm, 
Em: 460 nm).  
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Effekte der Flavonoide Flavon und Chrysin auf die Akkumulation des 
Tumortherapeutikums Topotecan  
Um den Einfluß einer Hemmung der ABC-Transporter auf die Akkumulation des 
P-gp, MRP-2 und BCRP Substrats Topotecan zu untersuchen, wurde dessen 
Akkumulation durch Detektion seiner Eigenfluoreszenz in den Caco-2 Zellen 
bestimmt. Die Inhibierung aller ABC-Transporter mittels spezifischer Inhibitoren 
bewirkte einen Anstieg der Topotecanakkumulation in den Karzinomzellen. Keiner 
der drei Inibitoren erhöhte alleine die intrazelluläre Konzentration des 
Topoisomerase-I-hemmers Topotecan in dem Maße, wie die Flavonoide Flavon und 
Chrysin. 
Das Zytostatikum Topotecan wird durch Verapamil (134,8 ± 3,5%) deutlich weniger 
in den Caco-2 Zellen akkumuliert als durch Flavon (197,4 ± 3,4%) oder durch 
Chrysin (218,0 ± 8,7%). MK-571 verursacht zwar einen signifikanten Anstieg der 
Topotecanakkumulation in Caco-2 Zellen (111,7 ± 3,1%), allerdings ist dieser nur 
etwa halb so groß wie der Flavonoid vermittelte Anstieg. FTC bewirkt nur einen 
moderaten Anstieg der Topotecanakkumulation (127,7 ± 11,9%). Ein vergleichbarer 
Anstieg der Topotecanakkumulation wie unter Flavon und Chrysin wird erst durch 
die Kombination der Inhibitoren (219,6 ± 30,6%, p<0,001) erreicht (Abb. 4.4 (A)). 
Des Weiteren zeigt sich die Topotecanakkumulation dosisabhängig mit 
EC50-Werten von 135,5 ± 2,8 µM für Flavon und 101,1 ± 1,7 µM für Chrysin  
(Abb. 4.4 (B)-(C)) im Bereich der für den Transport spezifischer Substrate von P-gp, 
MRP-2 und BCRP ermittelten EC50-Werte von Flavon und Chrysin (Abb. 4.2). 
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Abb. 4.4:  Flavon und Chrysin erhöhen die Topotecankonzentration in Caco-2 Zellen 
Die Zellen wurden drei Stunden mit 25 µM Topotecan in Abwesenheit (Kontrolle, n=10), 
oder zzgl. 250 µM Flavon (n=12), 250 µM Chrysin (n=11), 40 µM Verapamil (n=12), 50 µM 
MK-571 (n=12), 10 µM FTC bzw. der Kombination der Inhibitoren inkubiert (A). 
Darstellung der Topotecanakkumulation nach dreistündiger Inkubation der Zellen bei 
25 µM Topotecan in Caco-2 Zellen in Abhängigkeit von steigenden Flavon- (B) bzw. 
Chrysinkonzentrationen (C). Die Topotecanakkumulation wurde fluoreszenzoptisch 
ermittelt (Ex: 355 nm, Em: 538 nm; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 versus Kontrolle) 
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4.1.3 Expressionsanalyse der Transporter P-gp, MRP-2 und 
BCRP in Caco-2 Zellen 
Die erhöhte Topotecanakkumulation in Gegenwart von Flavon und Chrysin deutet 
auf ein MDR-umkehrendes Potential beider Flavonoide hin. Im Hinblick auf 
langfristige Effekte der Flavonoide sind allerdings auch Wirkungen auf 
Expressionsebene zu berücksichtigen. Um diese Effekte genauer zu betrachten, 
sollte der Einfluss von Flavon und Chrysin auf die Expressionsraten der 
ABC-Transporter nach einer längerfristigen Inkubation untersucht werden. Nach 
einer 48stündigen Inkubation mit 250 µM Flavon (Abb. 4.5 (A)) oder 250 µM Chrysin 
(Abb. 4.5 (B)) bzw. mit 25 µM Topotecan (A und B) bewirkten alle drei P-gp 
Substrate eine deutliche Steigerung der P-gp Expression.  
 
Abb. 4.5:  Expressionsanalyse von P-gp nach Inkubation mit Flavon, Chrysin, Topotecan und 
deren Kombination 
Caco-2 Zellen wurden für 48 Stunden mit 250 µM Flavon (A), 250 µM Chrysin (B), 25 µM 
Topotecan oder der Kombination aus Topotecan und Flavon (A) bzw. Chrysin (B) 
inkubiert. Die Expression wurde im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle per Western 
Blot bestimmt. Jeweils 30 µg Protein der Membranfraktion wurden pro Bedingung 
eingesetzt. Als Referenzprotein ist β-Aktin abgebildet. Die linke Spalte zeigt 
repräsentative Ergebnisse der Western Blot Experimente, während in der rechten Spalte 
die densitometrischen Auswertungen der P-gp Banden dargestellt sind.  
Flavon bewirkt einen 1,7fachen Anstieg der P-gp Expression, während Chrysin 
einen Anstieg um den Faktor 2,5 verursachte. Topotecan erhöhte die P-gp 
Expression ebenfalls 1,7fach. Nach der kombinierten Inkubation mit Flavon und 
Topotecan ist ein 2,2facher bzw. nach der Kombination von Chrysin und Topotecan 
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ein 2,7facher Anstieg der Expressionsrate gegenüber der Kontrolle zu verzeichnen. 
Dieser Anstieg der P-gp Expression ist somit für beide Flavonoide in Kombination 
mit Topotecan signifikant höher als die alleinige Topotecan-induzierte Steigerung 
der P-gp Expression. 
Auf die Expression des ABC-Transporters MRP-2 zeigte Flavon einen deutlicheren 
Effekt als auf die des P-gp. Hier wird die Expression nach 48stündiger Inkubation 
um den Faktor 3,0 erhöht. Die kombinierte Inkubation mit Flavon und Topotecan 
bewirkt eine deutliche Expressionssteigerung von MRP-2 um den Faktor 5,4, 
verglichen mit der Kontrolle (Abb. 4.6 (A)).  
 
Abb. 4.6:  Expressionsanalyse von MRP-2 nach Inkubation mit Flavon, Chrysin, Topotecan 
und deren Kombination 
Caco-2 Zellen wurden für 48 Stunden mit 250 µM Flavon (A), 250 µM Chrysin (B), 25 µM 
Topotecan oder der Kombination aus Topotecan und Flavon (A) bzw. Chrysin (B) 
inkubiert. Die Expression wurde im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle per Western 
Blot bestimmt. Jeweils 30 µg Protein der Membranfraktion wurden pro Bedingung 
eingesetzt. Als Referenzprotein ist β-Aktin abgebildet. Die linke Spalte zeigt 
repräsentative Ergebnisse der Western Blot Experimente, während in der rechten Spalte 
die densitometrischen Auswertungen der MRP-2 Banden dargestellt sind. 
Chrysin erhöht, ähnlich wie Flavon, die MRP-2 Expression. Allerdings fällt dieser 
Effekt deutlicher aus. Hier steigt die Expression im Vergleich zur Kontrolle 6,5fach 
an. Chrysin weist damit einen wesentlich stärkeren Einfluß auf die MRP-2 
Expressionsrate auf als Flavon. Darüberhinaus verursacht Chrysin in Gegenwart 
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von Topotecan eine zusätzliche Steigerung der Expressionsrate um den Faktor 6,6. 
Ebenso wie die Kombination Flavon und Topotecan, stellt sich die Steigerung der 
Expressionsrate nach der kombinierten Expression von Chrysin und Topotecan 
sowohl gegenüber der Kontrolle wie auch der Inkubation mit Topotecan als 
signifikant dar. Während die alleinige Inkubation mit Topotecan lediglich einen 
4,2fachen Anstieg bewirkt (Abb. 4.6 B).  
Auf die Menge des Proteins BCRP zeigen die beiden Flavonoide Flavon und 
Chrysin einen ähnlichen Effekt wie auf die Spiegel der Transporter P-gp und MRP-2 
(Abb. 4.7). Im Falle von Flavon wird die BCRP Expression 4,3fach und durch 
Chrysin 4,0fach erhöht. Topotecan bewirkt eine Steigerung der BCRP Expression 
um den Faktor 2,1. Diese gesteigerte Expressionsrate wird durch die Kombination 
von Topotecan mit Flavon auf den 5,6fachen bzw. durch die Kombination mit 
Chrysin auf den 4,8fachen Wert der Kontrolle erhöht.  
 
Abb. 4.7:  Expressionsanalyse von BCRP nach Inkubation mit Flavon, Chrysin, Topotecan 
und deren Kombination 
Caco-2 Zellen wurden für 48 Stunden mit 250 µM Flavon (A), 250 µM Chrysin (B), 25 µM 
Topotecan oder der Kombination aus Topotecan und Flavon (A) bzw. Chrysin (B) 
inkubiert. Die Expression wurde im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle per Western 
Blot bestimmt. Jeweils 30 µg Protein der Membranfraktion wurden pro Bedingung 
eingesetzt. Als Referenzprotein ist β-Aktin abgebildet. Die linke Spalte zeigt 
repräsentative Ergebnisse der Western Blot Experimente, während in der rechten Spalte 
die densitometrischen Auswertungen der BCRP Banden dargestellt sind. 
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Bezogen auf Topotecan stellt sich diese Erhöhung der Expression sowohl bei 
Flavon wie auch bei Chrysin als signifikant dar.  
Beide Flavonoide wirken stimulierend auf die Expression der untersuchten 
ABC-Transporter, sowohl alleine, wie auch in Gegenwart von  
Topotecan (Abb. 4.5-Abb. 4.7). 
Die Hemmung des Transportes durch die Flavonoide zeigt sich nach einmaliger 
Gabe bei einer 48stündigen Inkubation persistierend. Topotecan akkumuliert auch 
nach 48 Stunden trotz erhöhter Transporterexpression stärker in den Caco-2 Zellen, 
wenn Topotecan zusammen mit Flavon oder Chrysin zugegeben wurde. Die 
Akkumulation von Topotecan wird durch Flavon um den Faktor 2,0 und durch 
Chrysin um den Faktor 2,2 jeweils signifikant erhöht (Abb. 4.8).  
 
Abb. 4.8:  Erhöhte Topotecanakkumulation in Caco-2 Zellen nach 48stündiger Inkubation mit 
Flavon und Chrysin 
Die Zellen wurden in Gegenwart von 25 µM Topotecan (Kontrolle) und zusätzlich von 
250 µM Flavon oder 250 µM Chrysin inkubiert. Nach 48 Stunden wurde der Gehalt des 
fluoreszierenden Topotecans in den Zellen bei Ex: 355 nm und Em: 538 bestimmt 
(***p<0,001 versus Kontrolle). 
4.2 Einfluss der Flavonoide Flavon und Chrysin auf 
zentrale Parameter der Karzinogenese 
4.2.1 Proliferation und Differenzierung 
Zusätzlich zur Apoptose sollten als weitere zentrale Parameter der Karzinogenese 
Proliferation und Differenzierung der Caco-2 Zellen betrachtet werden. Durch die 
Bestimmung der Proliferationsrate lässt sich das Zellwachstum der Caco-2 Zellen 
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nach Inkubation mit den entsprechenden Effektoren näher charakterisieren. Hierzu 
wurden die Zellen 48 Stunden nach dem Aussähen für weitere 48 Stunden in 
frischem Medium, dem die Effektoren zugesetzt waren, inkubiert. Die Flavonoide 
Flavon und Chrysin hemmten die Proliferationsrate von Caco-2 Zellen signifikant. 
Im Falle einer Inkubation der Zellen mit 250 µM Flavon sank die Proliferationsrate 
auf 52,5 ± 17,3% der Kontrolle. Eine Inkubation mit 250 µM Chrysin bewirkte einen 
Rückgang der Proliferationsrate auf 44,6 ± 8,9% der Kontrolle. Das 
Tumortherapeutikum Topotecan hemmt die Proliferation am effektivsten. Nach 
einer 48stündigen Inkubation mit 25 µM Topotecan sind lediglich 34,6 ± 6,4% der 
Zellen der Kontrolle zu verzeichnen. Die zusätzliche Applikation von 250 µM Flavon 
zu 25 µM Topotecan erhöhte die Topotecan-reduzierte Proliferationsrate wieder auf 
53,7 ± 9,8% der Kontrolle und zeigt sich somit signifikant. Die Kombination von 
250 µM Chrysin mit 25 µM Topotecan bewirkt, daß die durch Topotecan reduzierte 
Proliferationsrate wieder auf 45,0 ± 11,8% ansteigt. Eine Koinkubation beider 
Flavonoide mit Topotecan bewirkt somit eine Steigerung der Zellproliferation 
gegenüber der alleinigen Topotecaninkubation, was durch die beschriebene 
Hemmung der Apoptose erklärbar wäre (Abb. 4.9). 
 
Abb. 4.9:  Darstellung der Proliferationsrate von Caco-2 Zellen 
Zur Bestimmung der Proliferationsrate wurden die Zellen 48 Stunden mit 250 µM Flavon, 
250 µM Chrysin, 25 µM Topotecan oder der Kombination von Topotecan mit Flavon oder 
Chrysin inkubiert. Anschließend wurde die Zellzahl bestimmt (###p<0,001 versus 
Kontrolle, *p<0,05 versus Topotecan). 
Neben einem Effekt der Flavonoide Flavon und Chrysin auf die Proliferationsrate 
sollte ebenfalls ein möglicher Effekt auf den Differenzierungsgrad gezeigt werden. 
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Als Marker für den Differenzierungsgrad der Caco-2 Zellen wurde die alkalische 
Phosphatase (AP) verwendet, da diese im Laufe der Differenzierung stärker 
exprimiert wird. Butyrat ist ein potent die Differenzierung steigerndes Agens und 
vermittelte eine Steigerung der AP-Aktivität von 80,4 ± 5,5 mU/mg Protein bei 
Kontrollzellen auf 837,6 ± 4,2 mU/mg Protein (Abb. 4.10). Die alleinige Applikation 
von Flavon bewirkt lediglich eine geringe Veränderung des Differenzierungsgrades 
der Caco-2 Zellen im Vergleich zur Kontrolle (95,5 ± 11,3 mU/mg Protein). Durch 
Kombination von Flavon und Butyrat wird die Butyrat-induzierte Förderung der 
Differenzierung signifikant reduziert (415,5 ± 245,7 mU/mg Protein). Die Inkubation 
mit 250 µM Chrysin hingegen erhöht die Aktivität der AP auf 264,7 ± 20,4 mU/mg 
Protein gegenüber der Kontrolle. Trotz dieser Förderung der AP-Aktivität zeigt auch 
Chrysin einen signifikanten Rückgang der durch Butyrat-induzierten Differenzierung 
der Caco-2 Zellen. 
  
Abb. 4.10:  Darstellung des Differenzierungsgrades von Caco-2 Zellen 
Nachweis der Aktivität der AP. Die Zellen wurden 48 Stunden mit 250 µM Flavon, 250 µM 
Chrysin, 5 mM Butyrat oder der Kombination von Butyrat mit Flavon oder Chrysin 
inkubiert (###p<0,001 versus Kontrolle, ***p<0,001 versus Butyrat). 
4.2.2 Flavon und Chrysin inhibieren potent die 
Topotecan-induzierte Apoptose 
Trotz der erhöhten intrazellulären Topotecankonzentration unter Flavon- bzw. 
Chrysinexposition zeigen die Caco-2 Zellen eine Reduktion der  
Apoptose (Abb. 4.11). 
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Abb. 4.11:  Nachweis der Topotecan-induzierten Apoptose in Caco-2 Zellen mittels 
Zellkernfärbung 
Nach 48stündiger Inkubation wurden die Zellkerne der Caco-2 Zellen mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff Sytox Green (0,05 µM) gefärbt und bei Ex: 470 nm und Em: 520 nm 
fotographiert. Die weißen Pfeile markieren die Chromatinabschnürungen als Zeichen 
apoptotischer Ereignisse in der späten Phase des Prozesses. (A) Kontrolle, (B) 25 µM 
Topotecan, (C) 250 µM Flavon, (D) 250 µM Chrysin, (E) 250 µM Flavon + 25 µM 
Topotecan, (F) 250 µM Chrysin + 25 µM Topotecan 
Das Zytostatikum Topotecan-induziert in Caco-2 Zellen bei einer Konzentration von 
25 µM sehr effektiv Apoptose (17,4 ± 0,5% apoptotische Zellen), während Flavon 
(1,8 ± 1,3%) und Chrysin (1,8 ± 0,6%) in Konzentrationen von 250 µM keinerlei 
Effekte auf die DNA-Fragmentierung als Apoptoseparameter zeigen (Abb. 4.12). 
Die Apoptoserate nach Topotecaninkubation wird durch die zusätzliche Applikation 
Flavon bzw. Chrysin kozentrationsabhängig reduziert. So bewirkt die zusätzliche 
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Gabe von Flavon einen EC50-Wert von 15 µM und die von Chrysin einen EC50-Wert 
von 27 µM. Somit zeigen beide Flavonoide eine effektive Reduktion der Apoptose. 
 
Abb. 4.12:  Dosisabhängige Reduktion der Topotecan-vermittelten Apoptose durch Flavon 
und Chrysin 
Nach 48stündiger Inkubation mit 25 µM Topotecan und steigenden Flavon- (A) und 
Chrysinkonzentrationen (B) wurden die Zellkerne der Caco-2 Zellen mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff Sytox Green (0,05 µM) gefärbt und bei Ex: 470 nm und Em: 520 nm 
fotographiert. Der prozentuale Anteil an Zellen mit Chromatinabschnürungen als Zeichen 
apoptotischer Ereignisse in der späten Phase des Prozesses wurde durch Auszählen 
bestimmt. 
4.2.3 Flavon und Chrysin inhibieren die Topotecan-vermittelte 
Aktivierung der Caspase-3 und der Caspase-8 
Eine Aktivierung der Caspase-3 durch die Caspase-8 stellt eine Möglichkeit dar, den 
programmierten Zelltod einzuleiten. Die Aktivitäten beider Caspasen können hier 
als Indikator einer frühen Phase der Apoptose dienen. Eine Inkubation der Caco-2 
Zellen über 48 Stunden mit 25 µM Topotecan bewirkte einen signifikanten Anstieg 
der Caspase-3-Aktivität auf den 4,5fachen Wert der Kontrollzellen (Abb. 4.13). 
Während eine Applikation von 250 µM Flavon zu einem leichten Anstieg der 
Fluoreszenz gegenüber der Kontrolle führt und somit keinen Effekt auf die 
Caspase-3-Aktivität zeigt (1,1fache Steigerung), reduziert eine Inkubation mit 
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250 µM Chrysin diese signifikant um 31%. Eine kombinierte Inkubation von 25 µM 
Topotecan mit 250 µM Flavon führt zu einer signifikanten Reduktion der 
Topotecan-induzierten Caspase-3-Aktivität auf den 1,6fachen Wert der Kontrolle. 
Eine Kombination mit 250 µM Chrysin reduziert die Topotecan-induzierte 
Caspase-3-Aktivität ebenfalls signifikant auf 98% der Kontrolle  
 
Abb. 4.13:  Aktivität der Caspasen-3 und -8 nach Inkubation mit Flavon, Chrysin, Topotecan 
und deren Kombination 
Darstellung der Aktivität der Effektorcaspase-3 (A) und der Initiatorcaspase-8 (B) 
nachdem die Caco-2 Zellen für jeweils 48 Stunden mit 250 µM Flavon, 250 µM Chrysin, 
25 µM Topotecan oder deren Kombination inkubiert wurden (*p<0,05, ###p<0,001 versus 
Kontrolle, ***p<0,001 versus Topotecan).  
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Im Falle der Caspase-8-Aktivität zeigen sich ähnliche Ergebnisse. Eine Exposition 
der Caco-2 Zellen gegenüber 25 µM Topotecan verursacht einen 2,7fachen 
Aktivitätsanstieg der Caspase-8. Flavon verursacht in einer Konzentration von 
250 µM eine signifikante Reduktion der Caspase-8-Aktivität um 24%. Chrysin 
reduziert die Caspase-8-Aktivität unter den gewählten Bedingungen um 34% 
gleichermaßen signifikant. Eine zusätzliche Applikation von 250 µM der Flavonoide 
zu 25 µM Topotecan vermindert die Topotecan-induzierte Caspase-8-Aktivität im 
Falle von Flavon signifikant auf 92% der Kontrolle und im Fall von Chrysin wird diese 
auf 71% reduziert. 
4.3 Stabilisierung des zytosolischen β-Catenin durch 
Flavon und Chrysin 
4.3.1 Flavon und Chrysin inhibieren die Topotecan-induzierte 
β-Catenin Spaltung 
Da die Caspase-3 und die Caspase-8 an der Degradation von β-Catenin beteiligt 
sind, sollte überprüft werden, inwieweit diese Degradation durch Flavon und Chrysin 
moduliert wird. Hier wurde der Einfluss der Effektoren auf die Integrität des 
zytosolischen β-Catenin untersucht und die β-Catenin Spaltprodukte bestimmt. 
Flavon bewirkt eine deutlich geringere Spaltung von β-Catenin im Vergleich zur 
Kontrolle. Während 25 µM Topotecan eine Erhöhung der intrazellulären β-Catenin 
Spaltprodukte verursachte, wurde diese Topotecan-induzierte Spaltung durch 
250 µM Flavon drastisch reduziert. Nach Inkubation mit 250 µM Chrysin zeigte sich 
ein ähnliches Bild. Die Spaltung durch 25 µM Topotecan wird durch Chrysin deutlich 
inhibiert. Beide Flavonoide sind somit in der Lage β-Catenin im Zytosol zu 
stabilisieren, indem sie dessen Abbau unterbinden (Abb. 4.14). 
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Abb. 4.14:  Detektion von β–Catenin Spaltprodukten nach Inkubation mit Flavon, Chrysin, 
Topotecan und deren Kombination 
Caco-2 Zellen wurden für 48 Stunden mit den jeweiligen Effektoren inkubiert und die 
β−Catenin Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle per Western Blot 
bestimmt. Jeweils 30 µg Protein der zytosolischen Proteinfraktion wurden pro Bedingung 
eingesetzt. Als Referenzprotein wurde β-Aktin detektiert. Inkubation mit 250 µM Flavon, 
25 µM Topotecan oder einem Gemisch aus beiden (A) Inkubation mit 250 µM Chrysin, 
25 µM Topotecan oder deren Kombination (B) 
4.3.2 Flavon und Chrysin fördern die zytosolische β-Catenin 
Anreicherung 
Der immunhistochemische β-Catenin Nachweis in Caco-2 Zellen (Abb. 4.15) zeigt 
eine deutliche Fokussierung in der Zellmembran unbehandelter Zellen. Eine 
Inkubation mit 250 µM Flavon zeigt gegenüber der Kontrolle eine Translokation von 
der Zellmembran in das Zytosol. Die Inkubation mit 25 µM Topotecan bewirkt eine 
ähnliche zytosolische Translokation wie durch 250 µM Flavon. Die Kombination 
beider Effektoren bewirkt ebenso wie die alleinige Applikation von Flavon und 
Topotecan eine vermehrte β-Catenin Anreicherung im Zytosol und damit eine 
verminderte β-Catenin Menge in der Zellmembran. 
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Abb. 4.15:  Immunhistochemischer Nachweis der β–Catenin Lokalisation in Caco-2 Zellen 
nach Inkubation mit Flavon, Topotecan und deren Kombination 
Repräsentative Bilder des immunhistochemischen β–Catenin Nachweises in Caco-2 
Zellen nach 48stündiger Inkubation mit den jeweiligen Effektoren: Kontrolle (A), 250 µM 
Flavon (B), 25 µM Topotecan (C), 250 µM Flavon + 25 µM Topotecan (D). 
Fluoreszenzfarbstoffe: β-Catenin: Streptavidin-Cy5 (rot), Zellkerne: Sytox Green (grün) 
Antikörper: mouse-anti-β-Catenin  
A 
C 
B 
D 
8.00 µm 
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Die Inkubation der Caco-2 Zellen mit 250 µM Chrysin bewirkt ebenso wie die 
Inkubation mit Flavon eine Translokation des β-Catenin von der Zellmembran in das 
Zytoplasma. Dieses Lokalisationsmuster zeigt sich ebenfalls unter Koapplikation 
von Chrysin und Topotecan (Abb. 4.16). 
 
Abb. 4.16:  Immunhistochemischer Nachweis der β–Catenin Lokalisation in Caco-2 Zellen 
nach Inkubation mit Chrysin, Topotecan und deren Kombination 
Repräsentative Bilder des immunhistochemischen β–Catenin Nachweises in Caco-2 
Zellen nach 48stündiger Inkubation mit den jeweiligen Effektoren: Kontrolle (A), 250 µM 
Chrysin (B), 25 µM Topotecan (C), 250 µM Chrysin + 25 µM Topotecan (D). 
Fluoreszenzfarbstoffe: β-Catenin: Streptavidin-Cy5 (rot), Zellkerne: Sytox Green (grün) 
Antikörper: mouse-anti-β-Catenin 
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4.4 Flavon erhöht die Anzahl an Adenomen im 
Dünndarm von APCmin/+-Mäusen 
In HT-29 Zellen, einer CRK-Zellinie, konnte nach Applikation von Flavon eine 
potente Apoptose-Induktion nachgewiesen werden [103]. Durch Studien an 
C57BL/6J Mäusen wurde gezeigt, dass Flavon die Anzahl chemisch induzierter 
aberranter Krypten im Darm dieser Mäuse potent reduzieren kann [11]. Da es sich 
bei aberranten Krypten allerdings nur um gutartige Vorstufen von Karzinomen 
handelt, wurde in der vorliegenden Arbeit ein Tiermodell gewählt, bei dem es zur 
Ausbildung intestinaler Neoplasien kommt. 
In APCmin/+-Mäusen, welche über einen Zeitraum von vier Wochen, jeweils an fünf 
aufeinander folgenden Tagen pro Woche, mit 400 mg Flavon pro kg Körpergewicht 
schlundiert wurden, fanden sich deutlich mehr Adenome, als in Tieren, die ein 
Vehikel erhielten. Im Jejunum, wie auch im Ileum stieg neben der Anzahl der 
Adenome auch die mit Adenomen bedeckte Fläche. So finden sich vor der 
Flavonbehandlung im Jejunum 63,6 ± 8,2 Adenome und am Ende des 
Versuchszeitraums 73,2 ± 9,6. Dieser Effekt fällt im Ileum nicht so deutlich aus, hier 
steigt die Anzahl der Adenome von 32,1 ± 4,0 auf 37,7 ± 5,2. Im Colon erhöht sich 
die Anzahl der Adenome ebenfalls von 1,1 ± 0,3 auf 1,8 ± 0,4. Sowohl im 
Duodenum, wie auch im Cäcum bleibt die Anzahl der Adenome mit 6,6 ± 0,7 
(Duodenum) bzw. 0,3 ± 0,1 (Cäcum) vor der Flavongabe und 7,5 ± 0,9 bzw. 0,5 ± 0,2 
im Anschluss an die Applikation in etwa gleich (Abb. 4.17 (A)). Im Duodenum zeigt 
sich hinsichtlich der adenombedeckten Fläche kein Effekt durch Flavon. Vor der 
Behandlung liegt diese Fläche bei 4,1 ± 0,8% und danach bei 4,0 ± 0,8%. 
Demgegenüber steht ein deutlicher Effekt im Dünndarm, der im Jejunum und im 
Ileum signifikant ist. Die Flavonbehandlung führt im Jejunum zu einem Anstieg der 
adenombedeckten Fläche von 3,3 ± 0,4% auf 7,2 ± 1,3% und im Ileum erhöht sich 
diese von 4,3 ± 0,6% auf 7,9 ± 1,2%. Im Colon zeigt sich hier ein leichter Anstieg 
von 1,4 ± 0,5% auf 1,5 ± 0,6%, welcher auch im Cäcum zu verzeichnen ist. Dort 
erhöht sich die adenombedeckte Fläche von 0,2 ± 0,1% auf 0,5 ± 0,2%  
(Abb. 4.17 (B)). 
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Abb. 4.17:  Flavon erhöht die Anzahl der Adenome im Dünn- und Dickdarm der APCmin/+-Maus  
Nach Färbung mit Methylenblau wurde mikroskopisch die Anzahl der Adenome (A) und 
die mit Adenomen bedeckte Fläche (B) bestimmt (**p<0,01 versus Kontrolle).  
4.5 APCmin/+-Mäuse entwickeln vermehrt große 
Adenome nach Flavonbehandlung 
Nach der Verabreichung von Flavon lassen sich deutliche Unterschiede in der 
Größe der Adenome erkennen. Adenome mit einer Fläche ≥ 1 mm2 wurden als 
große Adenome identifiziert. Die Fläche, die mit kleinen Adenomen besiedelt ist, 
zeigt nahezu keinen Unterschied bei Tieren, welche das Vehikel erhielten und 
solchen, die mit Flavon behandelt wurden. Bemerkenswert scheint hier, dass in 
beiden Gruppen fast keine kleinen Adenome in Colon und Cäcum gefunden wurden 
(Abb. 4.18 (A)). Die Gesamtfläche der einzelnen Segmente des Dünn- und 
Dickdarms, welche mit großen Adenomen besiedelt ist, weist nach der Flavongabe 
einen deutlichen Anstieg auf. Dieser Anstieg ist im Ileum und im Jejunum signifikant, 
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während sich hier bei beiden Gruppen in Duodenum, Colon und Cäcum keine 
großen Unterschiede finden (Abb. 4.18 (B)). Auffällig ist allerdings, dass es sich bei 
den im Colon und Cäcum vorgefundenen Adenomen, sowohl bei den Kontrolltieren 
wie auch bei den flavonbehandelten Tieren, fast ausschließlich um große Adenome 
handelt. Auch im Duodennum ist die mit großen Adenomen bedeckte Fläche 
deutlich größer als die Fläche, welche von kleinen Adenomen bedeckt ist  
(Abb. 4.18). 
 
Abb. 4.18:  Größenveränderung der Adenome nach Flavonbehandlung 
Nach Färbung mit Methylenblau wurde mikroskopisch die mit Adenomen bedeckte 
Fläche bestimmt und zwischen kleinen Adenomen, deren Durchmesser < 1mm2 
beträgt (A) und großen Adenomen mit Durchmessern ≥ 1mm2 (B) unterschieden 
(**p<0,01 versus Kontrolle).  
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4.6 Nachweis der ABC-Transporter P-gp, MRP-2 und 
BCRP im Intestinaltrakt von APCmin/+-Mäusen 
4.6.1 P-gp Nachweis im Intestinum der APCmin/+-Maus 
Um zu zeigen, ob die in Caco-2 Zellen gefundene Assoziation zwischen P-gp 
Expression und Apoptosehemmung möglicherweise auch in vivo existiert, wurde 
zunächst die Expression des P-gp bestimmt. Während in Caco-2 Zellen eine Flavon 
Exposition zu einem Anstieg der P-gp Expression führt, zeigt sich in der 
APCmin/+-Maus ein heterogenes Bild (Abb. 4.19).  
 
Abb. 4.19:  Exprimierte P-gp Menge im Intestinaltrakt der APCmin/+-Maus 
Dargestellung der P-gp Expression des Jejunums und des Ileums weiblicher 
APCmin/+-Mäuse mittels Western Blot Experimenten. Als Referenzprotein ist β-Aktin 
gezeigt (A). Densitometrische Auswertung der P-gp Banden, die aus den Western Blot 
Experimenten des GIT resultierten. Die P-gp Signalintensität ist auf β-Aktin als 
Referenzprotein bezogen (B).  
In allen Abschnitten des GIT zeigten die Tiere, welche über eine Sonde Flavon 
erhalten haben, große individuelle Schwankungen in der P-gp Expression. Die P-gp 
Expression reicht bei Flavon behandelten Tieren von kaum nachweisbar bis zu 
einem deutlichen Signal. Die große Heterogenität der Expression findet sich auch 
bei Geschwistertieren. Die abgebildeten Western Blots zeigen als Referenzprotein 
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β-Aktin. Die densitometrische Auswertung der Western Blots zeigt für das Jejunum 
und das Ileum eine erhöhte Expression, welche bedingt durch die Schwankungen 
in beiden Fällen nicht signifikant sind. Im Duodenum ist ebenfalls eine leicht erhöhte 
P-gp Expression zu verzeichnen. Während sich im Colon ein leichter Rückgang 
zeigt, ist die P-gp Expression im Cäcum leicht erhöht. In diesen Abschnitten des 
GIT sind ebenfalls starke individuelle Schwankungen zu verzeichnen, die kein 
Signifikanzniveau erreichen. 
4.6.2 Immunhistochemischer Nachweis von MRP-2 
Neben P-gp als Bestandteil der apikalen Membran von Enterozyten sind auch die 
Lokalisation und die Menge der APC-Transporter MRP-2 und BCRP in 
Gewebeschnitten des Intestinaltraktes von APCmin/+-Mäusen nachgewiesen 
worden. Der immunhistochemische MRP-2 Nachweis ist in der apikalen Membran 
erfolgt (Abb. 4.20).  
 
Abb. 4.20:  Immunhistochemischer MRP-2 Nachweis in Gewebeschnitten des Intestinaltraktes 
von APCmin/+-Mäusen   
Dargestellt sind Schnitte des Jejunums (A) und des Ileums (B) von APCmin/+-Mäusen, 
welche das Vehikel erhalten haben (Kontrolle, linke Spalte) und von Flavon behandelten 
Tieren (rechte Spalte). 
Antikörper: rabbit-polyclonal IgG 
Fluoreszenzfarbstoff: Alexa-Fluor 488 
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Sowohl bei den Kontrolltieren wie auch bei den Tieren der Flavongruppe, zeigen 
sich weitgehend ähnliche Proteinspiegel. In Abb. 4.20 sind exemplarische Schnitte 
des Jejunums und des Ileums abgebildet, da sich in diesen Abschnitten des GIT die 
meisten großen Adenome nachweisen ließen. Lediglich im Ileum lässt sich ein 
leichter Rückgang der Fluoreszenzintensität und der damit verbundenen Menge 
exprimierten MRP-2 feststellen. 
Die densitometrische Auswertung der MRP-2 Expression (Abb. 4.21) zeigt im 
Duodenum und im Jejunum ein ähnliches Expressionsmuster. Hier kommt es zu 
einem leichten Rückgang der MRP-2 Expression nach Flavonbehandlung. Dieser 
Rückgang wird im Ileum bereits deutlicher. Im Colon zeigt sich eine insgesamt 
geringe MRP-2 Expression, welche nach der Flavon Behandlung leicht erhöht ist. 
Die höchsten MRP-2 Expressionsraten konnten im Cäcum nachgewiesen werden. 
Hier fällt die Reduktion der MRP-2 Expression am deutlichsten aus. 
 
Abb. 4.21:  Exprimierte MRP-2 Menge im Intestinaltrakt der APCmin/+-Maus 
Densitometrische Auswertung des Fluoreszenzsignals von jeweils sechs repräsentativen 
Bereichen immunhistochemisch gefärbter Gewebeschnitte. Die P-gp Signalintensität ist 
auf β-Aktin als Referenzprotein bezogen.   
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4.6.3 Immunhistochemischer Nachweis von BCRP 
Als dritter untersuchter ABC-Transporter wurde auch für BCRP die Lokalisation in 
der apikalen Enterozytenmembran in Gewebeschnitten der APCmin/+-Maus 
nachgewiesen und die Menge des Proteins immunhistochemisch dargestellt. Im 
Jejunum, wie auch im Ileum zeigt sich in den Gewebeschnitten der Versuchstiere, 
welche mit Flavon behandelt wurden eine deutliche Reduktion der 
Fluoreszenzintensität. Während dieser Unterschied im Jejunum zwar deutlich ist, 
kommt es im Ileum zu einer noch stärkeren Reduktion des BCRP  
Signals (Abb. 4.22).  
 
Abb. 4.22:  Immunhistochemischer BCRP Nachweis in Gewebeschnitten des Intestinaltraktes 
von APCmin/+-Mäusen 
Dargestellt sind Schnitte des Jejunums (A) und des Ileums (B) von APCmin/+-Mäusen, 
welche das Vehikel erhalten haben (Kontrolle, linke Spalte) und von Flavon behandelten 
Tieren (rechte Spalte). 
Antikörper: rabbit-polyclonal IgG 
Fluoreszenzfarbstoff: Alexa-Fluor 488 
Die deutliche Reduktion des Fluoreszenzsignals nach Flavonbehandlung wurde 
durch die densitometrische Auswertung bestätigt. Während die Reduktion des 
Fluoreszenzsignals im Jejunum zwar sehr deutlich, aber noch nicht signifikant ist, 
erreicht die Reduktion im Ileum Signifikanzniveau. In Duodenum und Colon kommt 
es zu einer vermehrten Expression von BCRP nach Flavongabe. Weder in der 
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Kontrollgruppe noch in der Flavongruppe war im Cäcum der verwendeten Tiere 
BCRP nachweisbar (Abb. 4.23). 
 
Abb. 4.23:  Exprimierte BCRP Menge im Intestinaltrakt der APCmin/+-Maus 
Densitometrische Auswertung des Fluoreszenzsignals von jeweils sechs repräsentativen 
Bereichen immunhistochemisch gefärbter Gewebeschnitte. Die BCRP Signalintensität ist 
auf β-Aktin als Referenzprotein bezogen.  
4.7 Inhibierung der Apoptose durch Flavon im Jejunum 
und Ileum der APCmin/+-Maus 
4.7.1 Flavon reduziert die Anzahl Caspase-3 aktiver Zellen 
Die Caspase-3 stellt eine Effektorcaspase in der Caspase-Kaskade dar, welche in 
den betreffenden Zellen nach Aktivierung Apoptose auslöst. Zellen, in denen die 
Apoptose initiiert wurde, können mit Hilfe eines Antikörpers gegen die prozessierte 
und damit aktivierte Caspase-3 dargestellt werden. Abb. 4.24 zeigt 
charakteristische immunhistochemische Färbungen des Jejunums, des Ileums und 
des Colons. Flavon bewirkt eine deutliche Abnahme der Caspase-aktiven Zellen im 
Jejunum und im Ileum, wohingegen sich die Anzahl positiv gefärbter Zellen im Colon 
stark erhöht. 
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Abb. 4.24:  Immunhistochemischer Nachweis Caspase-aktiver Zellen in Gewebeschnitten des 
Intestinaltraktes von APCmin/+-Mäusen 
Dargestellt sind Schnitte des Jejunums (A), des Ileums (B) und des Colons (C) von 
APCmin/+-Mäusen, welche das Vehikel erhalten haben (Kontrolle, linke Spalte) und von 
Flavon behandelten Tieren (rechte Spalte). 
Die Auszählung der Caspase positiven Zellen (Abb. 4.25) ergab im Jejunum der 
Kontrolltiere eine Dichte von 36,5 ± 8,0 Zellen pro mm2. Im Jejunum der Flavon 
behandelten Tiere sind mit 15,0 ± 5,1 Zellen pro mm2 signifikant weniger 
Caspase-aktive Zellen zu verzeichnen. Dieser Effekt fällt im Ileum deutlicher aus. 
Hier sinkt die Zellzahl der Caspase-aktiven Zellen pro mm2 von 26,8 ± 4,4 bei den 
Kontrolltieren auf 4,2 ± 1,9 bei Flavon behandelten Tieren. Während sowohl 
Jejunum wie auch Ileum signifikant weniger Caspase-3 aktive Zellen pro mm2 
aufweisen, zeigt sich im Colon ein umgekehrter Flavon Effekt. Hier bewirkt Flavon 
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einen signifikanten Anstieg der Anzahl Caspase-aktiver Zellen von 31,2 ± 9,1 in den 
Tieren der Kontrollgruppe auf 112,1 ± 19,0. 
 
 
Abb. 4.25:  Anzahl Caspase-aktiver Zellen in Gewebeschnitten des Intestinaltraktes von 
APCmin/+-Mäusen 
Von jeweils sechs repräsentativen Aufnahmen eines Gewebeschnittes wurden die 
Caspase-3 positiven Zellen ausgezählt (**p<0,01). 
4.7.2 Die Lokalisierung von β-Catenin in der APCmin/+-Maus wird 
durch Flavon nicht beeinflusst 
β-Catenin übt einerseits eine Funktion als entscheidender Transkriptionsfaktor aus, 
indem es die Transformation von Colonozyten als Folge von APC Mutationen 
vermittelt. Andererseits wird vermutet, dass durch β-Catenin direkt die Apoptose 
verhindert wird. Daher wurde die β-Catenin Lokalisation immunhistochemisch in 
Gewebeschnitten des Jejunums und des Ileums der APCmin/+-Maus nachgewiesen 
(Abb. 4.26). In Kontrolltieren, wie auch in der Gruppe der Flavon behandelten Tiere, 
zeigten die Gewebeschnitte neben Bereichen mit vornehmlicher Lokalisation in der 
Zellmembran auch Bereiche mit einer diffusen überwiegend zytosolischen 
β-Catenin Lokalisation. Zwischen den Tieren der Kontrollgruppe und denen der 
Flavongruppe waren keine Unterschiede hinsichtlich der Bereiche mit einer diffusen 
β-Catenin Lokalisatition zu verzeichnen. Darüberhinaus korrelieren diese Bereiche 
einer diffusen zytosolischen β-Catenin Lokalisation mit dem Auftreten von 
adenomatösem Gewebe. 
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Abb. 4.26:  Immunhistochemischer Nachweis von β-Catenin in Gewebeschnitten des 
Intestinaltraktes von APCmin/+-Mäusen 
Exemplarische Darstellung von β-Catenin in Gewebeschnitten des Jejunums (A) und des 
Ileums (B). Während β-Catenin in nicht-transformierten Zellen hauptsächlich in der 
Zellmembran nachweisbar ist (*), ist es in Bereichen mit überwiegend adenomatösem 
Gewebe vornehmlich zytosolisch lokalisiert (**). 
 
 5 Diskussion 
5.1 Inhibierung der ABC-Transporteraktivität durch 
Flavon und Chrysin 
Flavonoide stellen eine Gruppe sekundärer Pflanzeninhaltsstoffe dar, der positive, 
gesundheitsfördernde Eigenschaften gegenüber Erkrankungen wie Arteriosklerose 
oder Krebs nachgesagt werden [120,121]. So konnte für verschiedene Flavonoide 
nachgewiesen werden, dass sie in Krebszellen die apikalen Effluxtransporter der 
ABC-Familie inhibieren [122,123,124]. 
In dieser Arbeit wurden Konzentrationen von 250 µM für die Flavonoide Flavon und 
Chrysin als potent die Transportaktivität von P-gp hemmend identifiziert. In den 
folgenden Versuchen konnte eine deutliche Inhibierung auch für die 
ABC-Transporter MRP-2 und BCRP gezeigt werden. Von der Verwendung höherer 
Konzentrationen als 250 µM wurde abgesehen, da diese einerseits mit einer 
schlechteren Löslichkeit der Flavonoide und andererseits mit einer zytotoxischen 
Wirkung einhergehen könnten [125]. Im Dickdarm wurden darüberhinaus 
Konzentrationen von bis zu 3 mM bestimmt. Diese Konzentrationen ließen sich im 
übrigen GIT nicht nachweisen und dürften somit sicherlich eine maximal erreichbare 
Konzentration im Dickdarm repräsentieren. Im Plasma liegen Flavonoide für 
gewöhnlich in Konzentrationen von etwa 1 - 2 µM vor [126].  
Erhart et al. (2005) verwendeten in HCT-116 Colonkarzinomzellen Konzentrationen 
von 100 µM und 200 µM Flavon, um den Flavoneffekt auf die Caspase-Kaskade zu 
untersuchen. Hierbei zeigten sie auch in einer Konzentrationsreihe, dass die 
Erhöhung der Flavonkonzentration zu einer Inhibierung des Zellwachstums führt, 
welche aber auch bei 300 µM noch nicht ihr Maximum erreicht hatte [97]. Die 
Verwendung von Flavonoidkonzentrationen in CRK-Zellinien zwischen 150 µM und 
250 µM hat sich als geeignet erwiesen um signifikante Effekte auf die Apoptose-
Induktion zu erzeugen [97,103,104]. 
Ein wesentlicher Mechanismus zur Auslösung der Apoptose ist die Inhibierung der 
ABC-Transporter [53], weil hierdurch Apoptose auslösende Substanzen in der Zelle 
akkumuliert werden können. Diese Inhibierung der untersuchten ABC-Transporter 
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wurde mittels Transport spezifischer Fluoreszenzsubstrate überprüft. Sowohl 
Flavon wie auch Chrysin beeinflussten die Transportaktivität von P-gp, MRP-2 und 
BCRP und wiesen EC50 Konzentrationen im Bereich von 50 µM - 85 µM auf. Diese 
Konzentrationen sind deutlich höher als die von Choi et al. (2011) in MCF-7 
Brustkrebszellen ermittelte EC50 Konzentration von etwa 10 µM [127]. Bei 
Konzentrationen von 25 µM - 100 µM konnten Schauber et al. (2003) in den 
colorektalen Karzinomzellinien SW 480, SW 620 und HT-29 keine effektive 
Apoptose-Induktion nachweisen [128]. Im Vergleich zu den verwendeten 
Konzentrationen an Flavon und Chrysin in den unterschiedlichen Zellinien bei Choi 
et al. (2011) und Schauber et al. (2003), stellen die in dieser Arbeit verwendeten 
Konzentrationen auf Basis der ermittelten EC50-Werte einen Ansatz zur 
erfolgreichen Apoptose-Induktion in Caco-2 Zellen dar, der sich an den Arbeiten von 
Wenzel et al. [102], sowie Kuntz et al. [103] orientiert.  
Bezüglich der Topotecanakkumulation haben sich beide Flavonoide ebenfalls als 
geeignete Effektoren dargestellt. Hier bewegen sich die EC50 Konzentrationen bei 
100 µM bis 135 µM. Katayama et al. (2007) untersuchten ebenfalls den 
Topotecanefflux in Abhängigkeit von ABC-Transportern. In den dort verwendeten 
Leukämie- und Epidermoidzellen wurden P-gp, BCRP und MRP-1 untersucht. In 
diesen Zellinien konnte Chrysin (10 µM) lediglich den Topotecanefflux über BCRP 
verhindern. Während 3´4´7-Trimethoxyflavon und Acacetin, aber nicht Chrysin, 
P-gp inhibieren konnten, wurde bei Katayama et al. (2007) MRP-1 von keinem 
Flavonoid inhibiert [90]. Hier scheinen sich teilweise widersprüchliche 
Flavonoideffekte widerzuspiegeln, die beispielsweise auch Mitsunaga et al. (2000) 
beobachteten. Während manche Flavonoide, wie auch Chrysin in Konzentrationen 
von 10 µM bis 50 µM in endothelialen Gehirnzellen von Mäusen die Aufnahme von 
Vincristin erhöhten, zeigten andere Flavonoide dort in Abhängigkeit der applizierten 
Konzentration sowohl aktivierende wie auch inhibierende Effekte [129]. Die 
Ergebnisse dieser Arbeit können hinsichtlich einer vermehrten Topotecanaufnahme 
aufgrund einer reduzierten ABC-Transporteraktivität nicht nur durch die Befunde 
von Mitsunaga et al. (2000) bestätigt werden, sondern auch durch die Arbeit von 
Choi et al. (2011). Hier führte die gleichzeitige Applikation des Flavonoids Quercetin 
und des Anthracyclins Doxorubicin in Ratten zu einer erhöhten Bioverfügbarkeit des 
Wirkstoffs [127]. 
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5.2 Wechselwirkungen der Flavonoide Flavon und 
Chrysin mit ABC-Transportern der apikalen 
Enterozytenmembran 
Das größte Problem der effizienten Krebstherapie ist die Entstehung von 
Resistenzen gegenüber einer Vielzahl von Chemotherapeutika. Für diese MDR 
werden vor allem die Efflux-Pumpen aus der Familie der ABC-Transporter 
verantwortlich gemacht [130]. Die Suche nach Substanzen, welche mit 
ABC-Transportern interagieren und im Gegensatz zu Medikamenten der ersten 
Generation wesentlich weniger Nebeneffekte aufweisen, hat eine Vielzahl 
natürlicher Stoffe hervorgebracht [131]. Flavonoide stellen hier vielversprechende, 
natürlich vorkommende Substanzen dar, mit deren Hilfe diese Resistenzen 
umgangen oder zumindest geschmälert werden könnten [122,132]. 
Viele Flavonoide scheinen als Substrate für die Transporter P-gp, MRP-2 und BCRP 
zu fungieren und die MDR durch kompetitive Hemmung zu unterdrücken [122]. 
Andererseits haben Lohner et al. (2007) gezeigt, dass verschiedene Flavonoide in 
der Lage sind die P-gp Expression sowohl in vitro als auch in vivo zu erhöhen [134]. 
Während die Expression der ABC-Transporter in gesunden Zellen der Exkretion von 
Xenobiotika dienen kann, könnte dies für Karzinomzellen bedeuten, dass 
beispielsweise Flavonoide zur Entstehung einer MDR beitragen, indem sie selbst 
als Xenobiotika wahrgenommen werden und neben Phase-II auch Phase-III potent 
induzieren [134,135]. 
In dieser Arbeit ist es gelungen zu zeigen, dass die Flavonoide Flavon und Chrysin 
im Caco-2 Zellmodell die apikalen ABC-Transporter P-gp, MRP-2 und BCRP 
dosisabhängig inhibieren. Das Chemotherapeutikum Topotecan scheint von diesen 
drei Transportern ausgeschleust zu werden, da spezifische Inhibitoren der 
Transporter allesamt Akkumulationsanstiege von Topotecan bewirkten. Lediglich 
die Kombination der Inhibitoren führt zu einem ähnlich hohen Anstieg der 
Topotecankonzentration wie sie die Flavonoide Flavon und Chrysin verursachen. 
Für verschiedene Flavonoide wurde bereits nachgewiesen, dass sie in der Lage 
sind die P-gp Aktivität zu inihibieren, indem sie die ATP-Bindung durch 
Überlagerung verhindern [117]. Die Unterbindung der ATPase-Aktivität würde 
schließlich zu einem Anstieg des Zytostatikums Topotecan in den Caco-2 Zellen 
führen.  
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Ein weiterer Erklärungsansatz für die erhöhte intrazelluläre Topotecanakkumulation 
wäre das Modell von Shapiro et al. (1997), wonach P-gp zwei Bindungsstellen für 
Pharmaka unterhält; die H-Bindungsstelle, welche Hoechst-33342 als 
Bindungspartner bevorzugt, und die R-Bindungsstelle, die bevorzugt Rhodamin-123 
bindet. Beide Bindungsstellen kooperieren miteinander, indem sie ihre Aktivität 
gegenseitig stimulieren [63]. Sollte nun die entsprechende Bindungsstelle für 
Topotecan durch die beiden Flavonoide Flavon oder Chrysin blockiert sein, würde 
dies die erhöhte Akkumulation erklären. Sowohl Flavon als auch Chrysin scheinen 
demnach die Anforderungen an ein effizientes Mittel mit MDR umkehrendem 
Potential zu erfüllen, denn durch beide Flavonoide wird der Topotecanefflux deutlich 
vermindert, indem sie offenbar alle drei Effluxpumpen inhibieren. Ein vergleichbares 
Ergebnis erzielten 2008 Izuta et al. in Neuroepitheliomzellen. Hier bewirkte Chrysin 
einen deutlichen Anstieg der intrazellulären Tunicamycin-Konzentration, wodurch 
schließlich vermehrt Apoptose in diesen Zellen ausgelöst werden konnte [136].  
Ähnliche Ergebnisse dürften auch unter in vivo Bedingungen erwartet werden, da 
einerseits die eingesetzten Polyphenolkonzentrationen im Intestinaltrakt durch eine 
normale obst- und gemüsereiche Diät als erreichbar angesehen werden [137,138] 
und andererseits eine gleichzeitige orale Gabe von Flavon und dem 
antineoplastisch wirkenden Paclitaxel bei Ratten zu einer deutlichen Steigerung der 
Bioverfügbarkeit von Paclitaxel führte [139]. Ein vergleichbares Ergebnis konnte der 
gleiche Autor 2011 durch die Kombination von Quercetin und Doxorubicin 
erzielen [126].  
Die Transportinhibition durch Flavon und Chrysin scheint trotz der beobachteten 
gestiegenen Expression aller drei Transporter persistierend zu sein, da der 
Akkumulationsanstieg von Topotecan auch unter gestiegener Expression 
nachweisbar war. Trotz der gestiegenen Akkumulation des Apoptose induzierenden 
Topotecans fand interessanterweise durch beide Flavonoide eine Hemmung der 
Apoptose statt. 
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5.3 Einfluss von Flavon und Chrysin auf die 
Proliferation und die Differenzierung von Caco-2 
Zellen 
Neben der Apoptose stellen die Differenzierung und die Proliferation weitere 
zentrale Parameter der Karzinogenese dar, welche zur Beurteilung der Vitalität von 
Zellen herangezogen werden können. Daher wurde hier der Einfluss von Flavon 
und Chrysin auf die verwendeten Caco-2 Zellen getestet.  
Bestimmte Nahrungsinhaltsstoffe wie Butyrat sind in der Lage in Zellkulturen die 
Differenzierung zu fördern. Zusätzlich besitzen sie noch das Potential aberrante 
Zellen bereits in einem frühen Stadium der Tumorbildung zu eliminieren [140]. 
Butyrat hat hier die AP-Aktivität erhöht und damit auch die Differenzierung in Caco-2 
Zellen effektiv induziert. Während beide Flavonoide gleichermaßen effektiv eine 
Blockade der Topotecan-induzierten Apoptose bewirken, zeigen sie auch eine 
potente Hemmung der durch Butyrat-induzierten Differenzierung der Caco-2 Zellen. 
Ausserdem hemmen beide Flavonoide die Proliferation der Caco-2 Zellen 
signifikant. 
Die vermehrte AP-Aktivität nach Butyratinkubation wird nach Gaschott et al. (2001) 
vermutlich durch eine verstärkte Expression des Proteins p21 verursacht [141]. Da 
p21 zu einem Zellzyklus Arrest führt, wird somit die Proliferation gehemmt [94]. 
Ähnlich wie bei Wenzel et al. (2000) [103] zeigt sich Flavon hier, ebenso wie 
Chrysin, als Inhibitor der Proliferation. Lediglich die Differenzierung scheint Flavon 
nicht zu beeinflussen, während Flavon in HT-29 Zellen eine stark signifikante 
Erhöhung der AP-Aktivität bewirkt, bleibt diese in Caco-2 Zellen nahezu 
unbeeinflusst. Hier zeigt sich Chrysin allerdings als potentes Stimulans und erhöht 
die AP-Aktivität. Die Stärke der Aktivierung durch Chrysin scheint folglich dominant 
zu sein und sich bei Differenzierung und Proliferation gegenüber Butyrat bzw. 
Topotecan durchzusetzen. Demnach könnte p21 eine mögliche Ursache für die 
stimulierte AP-Aktivität und die reduzierte Proliferation darstellen. 
Die Zellproliferation wird durch eine vermehrte Transkription bestimmter Zielgene 
wie z.B. Cyclin D1 gefördert, welches in vielen CRK-Zellinien überexprimiert 
wird [142]. Hier ist eine Aktivierung des Zellzyklus kontrollierenden Cyclin D1 durch 
ein wnt-Signal möglich [143]. Allerdings ist im Zusammenhang mit dem 
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wnt-Signalweg auch eine Hemmung der Proliferation durch Flavonoide möglich. 
Flavonoide wie Quercetin oder Apigenin können durch eine Hemmung der 
Caseinkinase als Regulator des wnt-Signalweges wirken [144]. Hierdurch ließe sich 
die in dieser Arbeit beobachtete Hemmung der Proliferation erklären, die ebenfalls 
von Zhu et al. (2010) in der Colonkarzinomzellinie HCT-116 beobachtet wurde [145]. 
Dies würde die vermutete p21 Beteiligung zumindest dahingehend unterstützen, da 
es sich bei p21 um einen Inhibitor cyclinabhängiger Kinasen handelt, der die 
Phosphorylierung von Cyclin D1 und damit den weiteren Ablauf des Zellzyklus 
verhindert [50]. 
5.4 Einfluss von Flavon und Chrysin auf die Apoptose 
in Caco-2 Zellen 
Weder Flavon noch Chrysin waren in der Lage in Caco-2 Zellen Apoptose 
auszulösen. In verschiedenen Studien ist es gelungen eine Induktion der Apoptose 
durch Flavon und Chrysin in Krebszellen nachzuweisen [102,136]. In der HT-29 
Zellinie sind Flavonoide in der Lage potent Apoptose zu induzieren [102]. Allerdings 
exprimieren diese Zellen P-gp nur marginal [146], während in den hier verwendeten 
Caco-2 Zellen ein deutlicher P-gp Nachweis erfolgte. Basierend auf den Befunden 
von Tainton et al. (2004) mit transportdefizientem P-gp ließe sich die verminderte 
Apotoserate hier durch die erhöhte P-gp Expression erklären. Demnach wäre die 
Inhibierung der Apoptose auf die reduzierte Freisetzung von Cytochrom c in Folge 
einer verminderten Caspase-Aktivität durch die erhöhte P-gp Expression 
zurückzuführen [147]. 
Einen möglichen weiteren Erklärungsansatz liefern Dudeja et al. (2009) [148]. 
Basierend auf früheren Arbeiten, in welchen gezeigt wurde, dass sowohl Calcium 
als auch lysosomale Enzyme als Aktivatoren Caspase-abhängiger Signalwege in 
verschiedenen Zellsystemen wirken [149,150], ist es ihnen gelungen eine 
Inhibierung der Apoptose durch Apigenin zu zeigen. Mechanistisch machen sie für 
die verminderte Apoptoserate eine zeitgleiche und voneinander unabhängige 
Reduktion der zytosolischen Calciumkonzentration und Stabilisierung der 
Lysosomen durch das Hitzeschockprotein HSP70 verantwortlich [148]. Durch diese 
beiden möglichen Wege kommt es zu einer Verminderung der Caspase-3 und der 
Caspase-8-Aktivität. Die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente zeigen 
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ebenfalls eine Reduktion der Caspase-3 und der Caspase-8-Aktivität, wodurch eine 
Beteiligung von HSP70 wahrscheinlich erscheint, da der HSP70 Nachweis in 
Caco-2 Zellen von Schmid et al. (2008) erbracht wurde [151]. In der 
Neuroblastomzellinie SH-SY5Y wird von Izuta et al. (2008) ebenfalls eine 
Inaktivierung der Caspase-3 für eine verminderte Apoptoserate durch Chrysin 
verantwortlich gemacht [136]. Nachdem die Zellen mit Chrysin behandelt wurden, 
zeigten sie, ähnlich wie die hier verwendeten Caco-2 Zellen, eine 
konzentrationsabhängige Reduktion der Tunicamycin-induzierten Apoptose. Die 
von Izuta et al. (2008) bestimmte Caspase-3 Expression war deutlich reduziert 
[136], was wiederum ihre geringere Aktivität erklärt und damit eine Beteiligung von 
HSP70 ermöglicht.  
Klassische humane Karzinomzellinien, welche hohe P-gp Spiegel aufweisen, haben 
sich als weniger sensitiv gegenüber dem Caspase-vermittelten Zelltod, 
einschließlich dem über Fas-Rezeptoren vermittelten, herausgestellt [152]. Die 
Caspase-Aktivität verlangt ihrerseits eine Ansäuerung des intrazellulären 
pH-Wertes [153]. P-gp kann aber vermutlich anti-apoptotisch durch eine 
Vermeidung der intrazellulären pH-Verschiebung in den sauren Bereich wirken 
[52,154], wodurch sich die verminderte Apoptoserate erklären ließe. Allerdings 
reduziert auch eine Erhöhung des intrazellulären pH-Wertes durch die Base 
Imidazol die Topotecan-vermittelte Caspase-Aktivität und, damit verbunden, die 
Auslösung der Apoptose in Caco-2 Zellen nicht [155]. Hierdurch ist schließlich der 
Nachweis erbracht, dass ein niedriger intrazellulärer pH-Wert für eine 
Caspase-Aktivierung nicht unabdingbar erforderlich ist.  
5.5 Auswirkungen einer Flavon- und Chrysin-
behandlung auf die β-Catenin Stabilität und die 
zelluläre Lokalisation 
Die Inhibierung der Apoptose ist in Colonozyten als β-Catenin abhängig 
beschrieben. β-Catenin ist ein Transkriptionsfaktor des wnt-Signalweges, der in der 
Entwicklung des CRK fehlreguliert ist [156,157]. Da β-Catenin durch die Caspase-3 
degradiert werden kann [158], ist der Einfluss von Flavon und Chrysin sowohl auf 
dessen Stabilität, als auch auf dessen zelluläre Lokalisation getestet worden. Die 
Degradierung dieses Tumorpromotors, wie sie Topotecan verursacht, wird 
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einerseits von beiden Flavonoiden deutlich inhibiert. Andererseits bewirken Flavon 
und auch Chrysin eine Translokation von β-Catenin in den Nukleus, während die 
zelluläre Lokalisation von β−Catenin durch Topotecan kaum beeinflusst wird. Dies 
zeigt sich auch auch bei einer Kombination von Topotecan mit beiden Flavonoiden. 
Da ein Inhibitor der Caspase-3 die Degradierung von β-Catenin, ebenso verhindert 
wie die Apoptose [158], muss hier vermutet werden, dass die Stabilisierung von 
β−Catenin der Hauptmechanismus ist, welcher dem Flavon- und Chrysineffekt für 
das Überleben der Karzinomzellen zugrunde liegt. Steinhusen et al. (2000) 
vermuten, dass eine wichtige Funktion der β-Catenin Spaltung darin besteht, dass 
es seine Funktion als Transkriptionsfaktor verliert [158]. Die Stabilisierung von 
β-Catenin könnte schließlich übermittelt werden in eine verstärkte Expression der 
untersuchten ABC-Transporter. Im Falle von P-gp ist dies auch schon in 
Endothelzellen des Gehirns für dessen Promotor nach Aktivierung durch β-Catenin 
gezeigt. Auch für MRP-4, wie MRP-2 ein Mitglied der ABCC-Subfamilie der 
ABC-Transporter, und BCRP ist eine gesteigerte Expression durch Aktivierung des 
wnt/β-Catenin Signalweges nachgewiesen [159]. Hierdurch wird der Schluss 
nahegelegt, dass stabilisiertes β−Catenin bestimmte ABC-Transporter durch 
Promotoraktivierung aktiviert. 
β-Catenin beeinflusste zusätzlich die Differenzierung in Caco-2 Zellen. Unter 
diesem Blickwinkel wird die verstärkte Lokalisation von β-Catenin in der 
Plasmamembran von Kirkland et al. (2009) ebenso wie von Mariadason et al. (2001) 
mit einer erhöhten Differenzierungsrate in Verbindung gebracht [160,161]. Für 
Butyrat ist eine stimulierende Wirkung von β-Catenin in der Zellmembran von 
Colonkarzinomzellen nachgewiesen. Dies legt eine mögliche Rolle von Butyrat als 
differenzierungsstimulierendes Agens über steigende membranäre β-Catenin 
Spiegel, welche für die Zelladhäsion zur Verfügung stehen, nahe [162]. Eine direkte 
Involvierung von β-Catenin in die Differenzierung scheint aber eher 
unwahrscheinlich, da Butyrat zu identischen Lokalisierungsergebnissen führte wie 
Topotecan [163]. Während jedoch beide Substanzen in der Lage sind potent 
Apoptose zu induzieren, führt lediglich Butyrat zu einem Anstieg der 
Differenzierung. Weiterhin kann nicht ausgeschlossen werden, dass Flavon und 
Chrysin ihre inhibitorischen Eigenschaften auf die Butyrat-induzierte Differenzierung 
über eine Stabilisierung von β-Catenin und einen damit verbundenen 
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Expressionsanstieg der ABC-Transporter äußern. Für P-gp ist schon 1991 durch 
Chaudhary und Roninson eine Beteiligung an der Regulierung der Differenzierung 
vermutet worden. In pluripotenten Stammzellen konnte in diesem Zusammenhang 
eine verminderte P-gp Expression als ursächlich für eine damit einhergehende 
reduzierte Differenzierung postuliert werden [164]. 
5.6 Die APCmin/+-Maus als Modell der colorektalen 
Karzinogenese 
5.6.1 Einfluss von Flavon auf die Adenomlast im Intestinum der 
APCmin/+-Maus 
Eine Reihe von Studien an Nagern, bei welchen chemisch ein CRK induziert wurde, 
hat gezeigt, dass verschiedene Flavonoide in der Lage sind die Progression des 
Karzinoms aufzuhalten [134,165,166]. Die hier verwendete APCmin/+-Maus dient 
allgemein als Modell der humanen familiären adenomatösen Polyposis coli [167] 
und besitzt eine autosomal dominant vererbte Mutation des murinen APC-Gens. Sie 
neigt daher zur Genese multipler Neoplasien im gesamten Intestinum [168], so dass 
die Notwendigkeit Adenome chemisch zu induzieren hier nicht besteht. Allerdings 
bilden diese Tiere wesentlich mehr Adenome im Dünndarm als im Dickdarm. Die 
Tiere haben in dem durchgeführten Versuch deutlich mehr Adenome nach 
Flavonbehandlung gezeigt, als dies zu erwarten gewesen wäre [134].  
Cai et al. (2009) haben ihrerseits bei der APCmin/+-Maus den Effekt des Flavonoids 
Tricin (4´,5,7-Trihydroxy-3´,5´-Dimethoxyflavon) auf die colorektale Karzinogenese 
untersucht [169]. Während sowohl die Kontrollgruppe, als auch die Tricin Gruppe, 
bei Cai et al. deutlich weniger Adenome im Dünndarm aufweisen als die hier 
verwendeten Tiere, finden sich ähnliche Adenomzahlen im Colon. Im Dünndarm 
allerdings haben Cai et al. das Ergebnis einer rückläufigen Adenomlast durch die 
Tricingabe gezeigt. Die tendenziell verringerte Anzahl vorgefundener Adenome, im 
Dünndarm, wie im Dickdarm, könnte auf den längeren Versuchszeitraum 
zurückzuführen sein. Auffällig sind die Standardabweichungen von Cai et al., die 
ebenso wie die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten 
Untersuchungen verhältnismäßig groß sind. In der genannten Arbeit wird eine 
mäßige Reduktion der COX-Aktivität durch Tricin für die verminderte Anzahl an 
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mittleren (1-3 mm Durchmesser) und großen Adenomen (> 3 mm Durchmesser) 
verantwortlich gemacht [169]. Diese Eigenschaften lassen sich für die Flavonoide 
Apigenin und Quercetin nicht nachweisen. Beide Flavonoide sind in der Lage die 
COX-Expression, aber nicht deren Aktivität zu vermindern [170,171]. Die 
Wahrscheinlichkeit, dass es durch Flavon zu einer Reduktion der COX-2 Expression 
kommt, ist als relativ unwahrscheinlich anzusehen, da die COX-2 ein Zielgen von 
β−Catenin (TCF/LEF) ist, das durch beide Flavonoide stabilisiert wird [172]. Des 
Weiteren hat sich bei Cai et al. auch für Apigenin nicht der Nachweis erbringen 
lassen die Adenomlast zu reduzieren [169]. Sie machen für eine effektive 
Adenomprävention durch Flavonoide Hydroxylgruppen und vor allem 
Methylgruppen verantwortlich. Die Beobachtung, dass Apigenin die Adenomzahl in 
der APCmin/+-Maus nicht reduziert, wird ebenfalls von Au et al. (2006) bestätigt [173].  
Davon ausgehend, dass der protektive Effekt von Flavonoiden von ihren 
Methoxygruppen abhängt, würde dies erklären, warum Flavon einen solchen Effekt 
ebenfalls nicht hervorruft. Auch Genistein besitzt in der APCmin/+-Maus keinerlei 
Effekt auf die Adenomzahl oder -lokalisation. Vielmehr wirkt Genistein in 
Kombination mit (-)-Epigallocatechin-3-Gallat stimulierend auf die Adenombildung. 
Lambert et al. (2008) schließen hier unabhängig von ABC-Transportern assoziierte 
Mechanismen nicht aus [174].  
5.6.2 Einfluss von Flavon auf die Expression der 
ABC-Transporter P-gp, MRP-2 und BCRP im Intestinum der 
APCmin/+-Maus 
Da zumindest für P-gp bereits eine Apoptose inhibierende Aktivität postuliert wurde 
[154], sollte hier die Expression sowohl von P-gp wie auch von MRP-2 und von 
BCRP im Intestinum der APCmin/+-Maus nach Flavonapplikation untersucht werden. 
Die flavonbehandelten Tiere zeigen gegenüber den Kontrolltieren im Jejunum und 
Ileum eine erhöhte P-gp Expression, welche durch die enormen individuellen 
Schwankungen keine Signifikanz erreichte. Zumindest in Wildtyp Mäusen, welche 
über vier Wochen mit Flavon schlundiert wurden (400 mg/kg Körpergewicht) wurde 
im Dünndarm eine erhöhte P-gp Expression gefunden. Währenddessen zeigten 
diese Tiere im Dickdarm eine insgesamt höhere Expression, die allerdings keine 
Modulation durch Flavon zeigte [134]. In der APCmin/+-Maus konnten Yamada et al. 
(2003) eine vermehrte P-gp Lokalisation in adenomatösem Gewebe feststellen 
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[175]. Dieses Verteilungsmuster konnte von Dietrich et al. (2011) nicht bestätigt 
werden, hier fanden sich für P-gp weder in Human-Proben noch in der 
APCmin/+-Maus unterschiedliche Verteilungsmuster zwischen gesundem und 
adenomatösem Gewebe. Während MRP-2 sowohl in Adenomen wie auch im 
Intestinaltrakt kaum nachweisbar ist, wird BCRP in Adenomen deutlich 
herabreguliert. Hinsichtlich der BCRP Menge fanden sich keinerlei Unterschiede in 
den einzelnen Segmenten des Intestinaltraktes [176]. Die MRP-2- und BCRP-
Spiegel haben sich in dieser Arbeit gegenüber dem P-gp Spiegel zumindest 
teilweise als relativ niedrig bzw. kaum detektierbar erwiesen. Dies würde mit den 
Befunden von Dietrich et al. (2011) dahingehend übereinstimmen, da hier für die 
Auswertung die Fluoreszenzintensität der gesamten Gewebeschnitte analysiert 
wurde. Im Dünndarm zeigt sich trotz der geringen MRP-2 Menge in der 
APCmin/+-Maus nach Flavonapplikation ein leichter Rückgang der Expression im 
Jejunum und ein deutlicher im Ileum. Ähnliche Ergebnisse zeigten 2001 schon Rost 
et al. (2002) in der Ratte. Die Expressionsmenge nimmt auch in der Ratte vom 
Jejunum zum Ileum hin ab, während im Colon kein MRP-2 mehr nachweisbar ist 
[177], zeigt die APCmin/+-Maus hier noch geringe Mengen im immunhistochemischen 
Nachweis. Da MRP-2 und BCRP im Jejunum und Ileum teilweise erniedrigt aber an 
keiner Stelle erhöht wurden, erscheint ihr Beitrag an der Entstehung größerer 
Adenome durch Flavon in vivo eher fraglich. 
Insgesamt zeigt sich die Expression aller drei ABC-Transporter in der Zellkultur 
deutlich stärker durch Flavon induziert als in der APCmin/+-Maus. In vitro konnten 
hier Steigerungen der Expression von bis zu 540% erreicht werden, wohingegen 
dies in vivo im Allgemeinen deutlich geringer ausfällt. Die geringere Effizienz von 
Flavon könnte im in vivo Experiment auf eine geringe Bioverfügbarkeit 
zurückzuführen sein. So wurde für das Flavonoid Baicalain in der Ratte gezeigt, 
dass es von der Effluxpumpe MRP-2 aus den Mukosazellen in das Lumen 
transportiert wird [178], auch wenn MRP-2 hier nur marginal exprimiert wird, wäre 
ein solcher Mechanismus prinzipiell für das etwas stärker exprimierte P-gp oder das 
Zusammenspiel aller ABC-Transporter vorstellbar. Darüberhinaus wäre auch 
vorstellbar, dass Flavon in vivo in wirkungslose Metabolite konvertiert wird [179,180] 
und dadurch ebenfalls keine ausreichende Wirkkonzentration in den intestinalen 
Zellen zur Verfügung steht, um ähnliche Effekte wie in vitro hervorufen zu können.  
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5.6.3 Einfluss von Flavon auf die Apoptose im Intestinum der 
APCmin/+-Maus 
Da eine hohe Anzahl an Adenomen im Jejunum und im Ileum der APCmin/+-Mäuse 
auftrat, wurde die Apoptoserate bestimmt. Winkelmann et al. (2010) wiesen bei 
chemisch induzierten Adenomen in C57BL/6J Mäusen eine Reduktion der 
Apoptose nach [181]. Immunhistochemisch konnte in der vorliegenden Arbeit 
gezeigt werden, dass speziell in den Bereichen großer Adenome im Jejunum und 
Ileum durch Flavon die Apoptose inhibiert wurde. Dem gegenüber steht ein Anstieg 
der Apoptoserate im Colon durch Flavon, wie er auch in Wildtyp-Mäusen, welche 
mit dem Karzinogen Dimethylhydrazin behandelt wurden, beobachtet werden 
konnte [181]. Dies lässt unterschiedliche Reaktionen der Enterozyten verschiedener 
Darmregionen gegenüber einer Flavonexposition vermuten. Da nun aber die 
meisten Adenome in der APCmin/+-Maus im Dünndarm entstehen, muss die Eignung 
dieses Maus-Modells als Modell für die humane colorektale Karzinogenese 
gegebenenfalls überprüft werden. 
APC-Mutationen werden mit einer zellulären β-Catenin Stabilisierung in 
Zusammenhang gebracht. Hierbei könnte β-Catenin nicht nur als 
Transkriptionsfaktor in der colorektalen Karzinogenese fungieren, sondern auch 
durch seine zelluläre Verteilung im Falle einer verminderten Lokalisation in der 
Plasmamembran eine daraus folgende verminderte Zell-Zelladhäsion bewirken 
[24]. Während β-Catenin bei den hier verwendeten Tieren im gesunden Gewebe 
überwiegend in der Plasmamembran lokalisiert war, fand es sich in adenomatösem 
Gewebe hauptsächlich im Zytosol. Eine Behandlung der Versuchstiere mit Flavon 
zeigte keinerlei Einfluss auf die zelluläre Lokalisation von β-Catenin. Dies legt nahe, 
dass es sich bei einer stark verringerten oder gar fehlenden β-Catenin Fokussierung 
in der Plasmamembran entweder um ein relativ spätes Stadium der Transformation 
handelt, oder diese hierfür nicht unbedingt notwendig ist. Das zytosolische Auftreten 
von β-Catenin konnte von Kobayashi et al. (2000) auch für menschliches Gewebe 
bestätigt werden. Allerdings sehen sie es als wahrscheinlich an, dass es sich bei 
der zytosolischen β-Catenin Anreicherung um einen Prozess der Tumorgenese 
handelt. Dieser Prozess könnte ihrer Ansicht nach sowohl Ursache wie auch 
Konsequenz der Progression vom Adenom bis zum manifesten Karzinom 
sein [182].  
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Ein Mechanismus, über den β-Catenin die Entstehung eines CRK vorantreiben 
könnte, wäre die Vermittlung einer vermehrten P-gp Expression durch Aktivierung 
des P-gp Promotors [159]. Hierfür spricht auch die Tatsache, dass APCmin/+-P-gp-/- 
doppel-knockout Mäuse signifikant weniger Adenome entwickeln als 
APCmin/+-Mäuse [175]. Darüberhinaus zeigten sich mit mutiertem P-gp transfizierte 
Zellen nicht fähig P-gp Substrate zu transportieren. Wohl aber zeigten diese Zellen 
eine transportunabhängige Inhibierung der Apoptose durch eine stark verringerte 
Caspase-Aktivität [147]. Gleichzeitig zeigen Zellen, die hohe P-gp Spiegel 
aufweisen, auch eine geringe Sensitivität gegenüber verschiedene Formen des 
Caspase-vermittelten Zelltodes, die durch den P-gp vermittelten Transport nicht 
beeinflusst werden [152]. Es wurde eine Tendenz für eine vermehrte P-gp 
Expression im Jejunum und im Ileum bei den hier verwendeten Tieren gezeigt. 
Bedingt durch die großen individuellen Schwankungen konnte hier kein signifikanter 
Nachweis als mögliche Ursache für die beobachtete Apoptose Inhibierung erfolgen. 
Dieser Nachweis gelang allerdings in vitro im Caco-2 Modell. 
5.6.4 Beurteilung der APCmin/+-Maus als geeignetes Modell der 
colorektalen Karzinogenese  
Eine Mutation des APC-Gens tritt in etwa 80% aller Fälle humaner CRK auf [183] 
und wird für eine verminderte Aktivierung des wnt-Signalweges verantwortlich 
gemacht [184]. Diese Charakteristika sind in der APCmin/+-Maus bereits bewiesen 
und trotz einer massiven Bildung von Adenomen im Dünndarm anstelle des 
Dickdarms wird die APCmin/+-Maus allgemein als geeigneter Modellorganismus der 
colorektalen Karzinogenese angesehen. So zeigen sich morphologische 
Ähnlichkeiten der Adenome zwischen der APCmin/+-Maus und denen des Menschen. 
Daher könnte sie ein geeignetes Modell der familiären adenomatösen Polyposis coli 
darstellen (FAP) [185]. Obwohl dieses Maus-Modell vor nunmehr zwanzig Jahren 
beschrieben wurde [168] und seither tatsächlich als Modell der FAP und auch der 
spontanen colorektalen Karzinogenese dient, ist sie, zumindest bezüglich der 
Aussagekraft der in dieser Arbeit durchgeführten Experimente kritisch zu 
betrachten. Die Tiere zeigen enorme individuelle Schwankungen in den 
Expressionsmustern der ABC-Transporter, sowohl in Western Blot Experimenten, 
als auch im immunhistochemischen Nachweis, wodurch es nicht möglich war 
signifikante Unterschiede festzustellen. Zusätzlich zu diesen ungünstigen 
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Eigenschaften ist die Adenomlast nach Flavonbehandlung gestiegen. Ausgehend 
von den Ergebnissen der Caco-2 Experimente, die darauf hindeuten, dass die 
vermehrte Anzahl von Adenomen auf eine β-Catenin Stabilisierung und eine 
vermehrte P-gp Expression durch Inhibierung der Apoptose zurückzuführen ist, 
scheint es sich um einen für den Dünndarm spezifischen Effekt in der APCmin/+-Maus 
zu handeln. Aus diesem Grunde sollte für die Aufklärung der Tumorgenese die 
Verwendung anderer bzw. zusätzlicher Mausmodelle in Erwägung gezogen 
werden. Hier könnten sich Modelle anbieten, welche durch mutiertes k-ras vermehrt 
Adenome im Dickdarm entwickeln [186]. 
 
 6 Zusammenfassung 
Die erhöhte Expression ATP-abhängiger Effluxpumpen, wie des 
Phosphoglykoproteins-170 (P-gp), des Multidrugresistance related proteins-2 
(MRP-2) oder des Breast cancer resistance proteins (BCRP), im Tumorgewebe 
reduziert die intrazellulären Konzentrationen der transportierten Tumortherapeutika. 
Damit wird die Prognose einer erfolgreichen Therapie von Krebserkrankungen 
verschlechtert. Flavonoide aus Pflanzen könnten potente Inhibitoren der 
ABC-Transporter darstellen und sich somit als reversing agents einer 
Vielfachresistenz gegenüber applizierten Zytostatika erweisen. 
In der vorliegenden Arbeit erhöhten Flavon und Chrysin die Expression von P-gp, 
MRP-2 und BCRP und reduzierten gleichzeitig ihre Transporteraktivität in humanen 
intestinalen Caco-2 Zellen. Letzteres wurde anhand der gesteigerten Akkumulation 
der Fluoreszenzsubstrate Rhodamin-123 (P-gp), CMFDA (MRP-2) und 
Hoechst-33342 (BCRP) in Anwesenheit der beiden Flavonoide gezeigt. 
Darüberhinaus bewirkten beide Flavonoide eine erhöhte Akkumulation des 
Chemotherapeutikums Topotecan in den verwendeten Caco-2 Zellen. Trotz 
erhöhter Akkumulation des Apoptose induzierenden Wirkstoffs, wurde die anhand 
von Chromatinkondensation detektierte Apoptose dosisabhängig durch die 
Flavonoide gehemmt. Die anti-apoptotische Wirkung beider Flavonoide war 
assoziiert mit einer Reduktion der Aktivitäten der Caspasen-3 und -8 und einer 
Stabilisierung des zytosolischen β-Catenins. Diese Stabilisierung könnte nach 
nukleärer Translokation des β-Catenins ursächlich sein für die erhöhte Expression 
der ABC-Transporter. Insgesamt ist eine transportunabhängige, Apoptose 
inhibierende Aktivität der untersuchten Effluxpumpen zu postulieren. 
Als in vivo Modell zur Untersuchung der Effekte einer Verfütterung von Flavon auf 
die colorektale Karzinogenese wurden APCmin/+-Mäuse ausgewählt. Die Gabe von 
Flavon erhöhte die Anzahl und die Größe der Adenome im Jejunum und Ileum. 
Immunhistochemische Analysen zeigten, dass in diesen Darmabschnitten die P-gp 
Expression anstieg. Gleichzeitig nahm die Anzahl Caspase-3 positiver, in Apoptose 
befindlicher Zellen ab. Hierdurch wurde die in vitro entdeckte Inhibierung der 
Caspase-Kaskade als zugrunde liegender Mechanismus für eine Inhibierung der 
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Apoptose durch Flavon in vivo bestätigt. Allerdings nahm sowohl die Menge an 
exprimiertem MRP-2 wie auch BCRP im Dünndarm ab. Im Mausmodell beschränkt 
sich die transportunabhängige und gleichzeitig Apoptose inhibierende Aktivität auf 
P-gp. 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die erhöhte Expression von 
ABC-Transportern, insbesondere von P-gp, in intestinalen Zellen sowohl in vitro als 
auch in vivo mit einer Reduktion der Apoptose verbunden waren. Als ursächlich 
hierfür konnte die Inhibierung der Caspase-3 gemacht werden, die selbst unter 
erhöhter Akkumulation Apoptose auslösender Chemotherapeutika präsent war.
 7 Abstract 
An increased expression of ATP-dependent efflux pumps, such as 
phosphoglycoprotein-170 (P-gp), multidrugresistance related protein-2 (MRP-2) or 
breast cancer resistance protein (BCRP) in tumorous tissues lead to decreased 
cytosolic concentrations of transported chemotherapeutic drugs. This is associated 
with a poor prognosis for successful anticancer therapy. Polyphenolic plant 
compounds, such as flavonoids, could act as beneficial and potent targets in 
inhibiting these transporters. They could display potential reversing agents in 
preventing multidrug resistances towards a broad variety of applied cytostatic drugs. 
In the present study flavone and chrysin increased the expression of P-gp, MRP-2 
and BCRP. By using the fluorescent substrates rhodamine-123 (P-gp), CMFDA 
(MRP-2) and Hoechst-33342 (BCRP) the transport activity was simultaneously 
reduced. Both flavonoids led to an increased accumulation of the cytotoxic drug 
topotecan in Caco-2 cells. Although cytosolic topotecan accumulation was 
increased, the apoptosis was dose dependently inhibited by flavone and chrysin 
shown by chromatin condensation. The anti-apoptotic effect was associated with a 
reduction of caspase-3 and -8 activities as well as a stabilization of cytosolic 
β-catenin. This stabilization could be responsible for an increased expression of 
ABC-transporters after translocation of β-catenin into the nucleus. These results 
indicate that the studied transporters provide transport-independent and apoptosis 
inhibiting activities. 
As an in vivo model for investigating the effects of feeding flavone in colorectal 
carcinogenesis the APCmin/+-mouse model was chosen. The application of flavone 
increased number and size of adenomas in the jejunum and ileum. 
Immunohistochemical analysis revealed an increased P-gp expression in these 
segments. Concurrently the number of cells, which were undergoing apoptosis and 
were tested positive on active caspase-3, decreased. The main underlying 
mechanism for preventing apoptosis by inhibition of the caspase cascade shown in 
vitro was confirmed by this study in vivo as well. MRP-2 and BCRP however showed 
a reduced expression in the small intestine. The transport independent and anti-
7 Abstract 83 
apoptotic activity of the tested ABC-tranporter seems to be restrained to P-gp in this 
mouse model. 
In conclusion, an increased expression of ABC-transporters, especially of P-gp in 
intestinal cells, was demonstrated in vitro and in vivo, which was accompanied by 
reduced apoptosis. Responsible for this reduction was the caspase-3, which was 
present even under increased accumulation of cytotoxic drugs. 
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 9 Anhang 
A.1 Materialien 
A.1.1 Chemikalien 
Tab. 9.1:  Verwendete Chemikalien 
Chemikalie Hersteller 
1,4 Dithiothreit Carl Roth, Karlsruhe, D 
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol 
(Tris) 
Carl Roth, Karlsruhe, D 
2-Methyl-1-propanol Sigma Aldrich, Steinheim, D 
Acrylamidlösung, 30% Carl Roth, Karlsruhe, D 
Ammoniumpersulfat Carl Roth, Karlsruhe, D 
BioRad Protein Assay BioRad, München, D 
β-Mercaptoethanol Sigma Aldrich, Steinheim, D 
Bovines Serumalbumin Carl Roth, Karlsruhe, D 
Bromphenolblau Sigma Aldrich, Steinheim, D 
Dimethylsulfoxid Carl Roth, Karlsruhe, D 
Dulbeccos Phosphatpuffer, ohne Ca2+, 
ohne Mg2+ 
Invitrogen, Karlsruhe, D 
Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium 
(DMEM) 
Invitrogen, Karlsruhe, D 
EnzChek Caspase-3 Assay Kit # 1 Invitrogen, Karlsruhe, D 
Essigsäure Carl Roth, Karlsruhe, D 
Ethanol Carl Roth, Karlsruhe, D 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Carl Roth, Karlsruhe, D 
Flavon Sigma Aldrich, Steinheim, D 
Fötales Kälberserum Invitrogen, Karlsruhe, D 
Glutamax Invitrogen, Karlsruhe, D 
Glycerin Carl Roth, Karlsruhe, D 
Glycin Carl Roth, Karlsruhe, D 
Hoechst-33342 Sigma Aldrich, Steinheim, D 
Hühnereiweiß-Glycerin Division Chroma, Münster, D 
Kaliumchlorid Carl Roth, Karlsruhe, D 
Luminol Carl Roth, Karlsruhe, D 
Magnesiumchloridhexahydrat Carl Roth, Karlsruhe, D 
Methanol Carl Roth, Karlsruhe, D 
Milchpulver Heirler, Radolfzell, D 
Myrj 53 Sigma Aldrich, Steinheim, D 
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N´-2-
ethansulfonsäure (HEPES) 
Carl Roth, Karlsruhe, D 
Natriumchlorid Carl Roth, Karlsruhe, D 
Natriumcitrat Carl Roth, Karlsruhe, D 
Natriumdesoxycholat Carl Roth, Karlsruhe; D 
Natriumdodecylsulfat Carl Roth, Karlsruhe, D 
Natriumhydrogenphosphat Carl Roth, Karlsruhe, D 
Nichtessentielle Aminosäuren (Gly, L-Ala, 
L-Asn, L-Asp, Glu, L-Pro, L-Ser) 
Invitrogen, Karlsruhe, D 
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Chemikalie Hersteller 
NNN´N´-Tetramethylethylendiamin 
(TEMED) 
Carl Roth, Karlsruhe, D 
Nonidet Sigma Aldrich, Steinheim, D 
p-Hydroxycoumarsäure Sigma Aldrich, Steinheim, D 
Penicillin-Streptomycin Invitrogen, Karlsruhe, D 
p-Formaldehyd (PFA) Sigma Aldrich, Steinheim, D 
Poly-L-Lysin Sigma Aldrich, Steinheim, D 
Polyvinyl-Eindeckelmedium Sigma Aldrich, Steinheim, D 
Proteaseinhibitorcocktail (Aprotinin, 
Bestatin, Leupeptin, E-64, Pepstatin-A; 
PIC) 
Sigma Aldrich, Steinheim, D 
Salzsäure Carl Roth, Karlsruhe, D 
Sytox Green Invitrogen, Karlsruhe, D 
Topotecan Molekula, Lisses, F 
Trypan Blau Invitrogen, Karlsruhe, D 
Trypsin Invitrogen, Karlsruhe, D 
Trypsin-EDTA (0,25% Trypsin, 1 mM 
EDTA) 
Invitrogen, Karlsruhe, D 
Tween 20 Sigma Aldrich, Steinheim, D 
Wasserstoffperoxid Carl Roth, Karlsruhe, D 
Xylol Carl Roth, Karlsruhe, D 
Zitronensäure Carl Roth, Karlsruhe, D 
A.1.2 Puffer und Lösungen 
Tab. 9.2:  Verwendete Puffer und Lösungen 
Puffer und Lösungen Konzentration 
Blotpuffer nach Towbin (pH 8,6)  
Tris   25 mM 
Glycin 192 mM 
Methanol 20% (v/v) 
  
Citratpuffer (pH6,0)  
Zitronensäure 1,8 mM 
Natriumcitrat 8,2 mM 
Tween 20 0,1% (v/v) 
(in Aqua bidest. RT)  
  
DEA-Puffer (pH 9,8)  
DEA    1 M 
Magnesiumchlorid 0,5 mM 
(in Aqua bidest., RT)  
  
Enhanced chemiluminescence (ECL) Lösung  
a) Luminollösung  
Tris (pH 8,6) 0,1 M 
Luminol 1,25 mM 
Wasserstoffperoxid 0,031% (v/v) 
(in Aqua bidest., -20 °C)  
  
b) Enhancerlösung  
p-Hydroxycoumarsäure 67 µM 
(in DMSO, RT)  
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Puffer und Lösungen Konzentration 
Krebspuffer  
Natriumchlorid 137 mM 
Kaliumchlorid  5,4 mM 
Calciumchlorid  2,8 mM 
Magnesiumchlorid     1 mM 
Glukose   10 mM 
HEPES   10 mM 
  
Lämmlipuffer (dreifach konzentriert)  
SDS   5% (w/v) 
β-Mercaptoethanol   5% (v/v) 
Tris (pH 6,8)  150 mM 
Glycerin 30% (v/v) 
Bromphenolblau Spatelspitze 
(in Aqua bidest., -20 °C)  
  
Laufpuffer  
Tris     25 mM 
Glycin   192 mM 
SDS 0,1% (w/v) 
(in Aqua bidest., 4 °C)  
  
Lysepuffer  
HEPES (pH 7,5)     10 mM 
EDTA       1 mM 
DTT       1 mM 
PIC 0,2% (v/v) 
(in Aqua bidest., -20 °C; DTT und PIC werden unmittelbar vor Gebrauch zugegeben) 
  
Membranpuffer  
HEPES (pH 7,5)     10 mM 
Glycerin  10% (v/v) 
EDTA       1 mM 
DTT       1 mM 
PIC 0,2% (v/v) 
(in Aqua bidest., -20 °C; DTT und PIC werden unmittelbar vor Gebrauch zugegeben) 
  
RIPA-Puffer  
Tris-HCl (pH 7,5)     50 mM 
Natriumchlorid   150 mM 
Nonidet    1% (v/v) 
Natriumdesoxycholat 0,5% (w/v) 
SDS 0,1% (w/v) 
PIC 0,2% (v/v) 
(in Aqua bidest., RT)  
  
Strippuffer  
Tris (pH 6,8)   62 mM 
SDS  2% (w/v) 
DTT 100 mM 
(in Aqua bidest., RT; DTT wird unmittelbar vor Gebrauch zugegeben) 
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Puffer und Lösungen Konzentration 
TBS (Tris buffered saline, pH 7,5)  
Natriumchlorid 150 mM 
Tris   50 mM 
(in Aqua bidest., RT)  
  
TBS-T (TBS-Tween 20, pH 7,5)  
Natriumchlorid 150 mM 
Tris   50 mM 
Tween 20 0,05% (v/v) 
(in Aqua bidest., RT)  
A.1.3 Geräte 
Tab. 9.3:  Verwendete Geräte 
Gerät Hersteller 
Brutschrank Galaxy, B RS-Biotech, Wiesbaden, D 
Elektrophorese Komplettsystem Mini-
Protean3 Cell 
BioRad, München, D 
Fluoreszenzmikroskop Axioskop 2 Zeiss, Wetzlar, D 
Glas-Teflon-Homogenisator Kontes Glass Co., Vineland N.J., USA 
Homogenisator Typ RW 18 Janke & Kunkel KG, Staufen in Breislau, D 
Kamera (Fluoreszenzmikroskop) Intas, Göttingen, D 
Konfokalmikroskop DMIBRE Leica, Wetzlar, D 
Laborpumpe Mini Neolab, Heidelberg, D 
Mikrowellenschnellkochtopf Nordic Ware, Minneapolis, USA 
Mikrotiterplatten-Reader Fluoroskan Thermo Electron, Dreieich, D 
Optimax X-Ray Film Processor Protec Medizintechnik, Obersteinfeld, D 
PAP-Pen Sigma Aldrich, Steinheim, D 
Rotationsmikrotom 2030 Biocut Reichert-Jung, Wien, A 
Plattenschüttler Heidolph, Schwalbach, D 
Powersupply E861 Consort, Turnout, B 
Semidry Blotter Modell HEP 1 Owl, Portsmouth, USA 
Sicherheitswerkbank Herasafe HS 12/2 Heraeus instruments, Berlin, D 
Spektralphotometer U-2001 Hitachi Ltd., Tokyo, J 
Trockenschrank Heraeus instruments, Berlin, D 
Wasseraufbereitungssystem Synergy Millipore, Schwalbach, D 
Zentrifuge Mikro 120 Hettich, Tuttlingen, D 
Zentrifuge RC 5 B Plus Sorvall, New York, USA 
Zentrifuge Universal 320R Hettich, Tuttlingen, D 
A.1.4 Verbrauchsmaterialien 
Tab. 9.4:  Verwendete Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterial Hersteller 
Deckgläschen Carl Roth, Karlsruhe, D 
Einwegpipetten (1, 2, 5, 10 25 ml) Sarstedt, Nümbrecht, D 
Einwegpipettenspitzen Sarstedt, Nümbrecht, D 
Einwegreaktionsgefäße (1,5, 2 ml) Sarstedt, Nümbrecht, D 
Hyperfilm TM ECL Amersham Pharmacia Biotech, 
Buckinghamshire, UK 
Kunststoffeinwegküvetten (Halbmikro) Carl Roth, Karlsruhe, D 
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Verbrauchsmaterial Hersteller 
Objektträger, SuperFrost Plus Menzel, Braunschweig, D 
PVDF-Membran Millipore, Schwalbach, D 
Quadriperm Greiner bio-one, Frickenhausen, D 
Röhrchen (15, 50 ml) Sarstedt, Nümbrecht, D 
Whatman-Filterpapier (20 x 20 cm) Carl Roth, Karlsruhe, D 
Zellkultur Multiwellplatte (6-, 24-, 48-, 
96-well) 
Greiner bio-one, Frickenhausen, D 
Zellkulturflaschen (25 cm2, 75 cm2) Greiner bio-one, Frickenhausen, D 
Zellschaber Techno Plastic Products AG,  
Trasadingen, CH 
 
